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RESUME 
 
Le bactériophage tempéré mv4 est capable d'infecter des bactéries de l’espèce Lactobacillus 
delbrueckii. Ce phage peut développer soit un cycle lytique conduisant à la lyse de la bactérie, soit 
un cycle lysogénique: il s'intégrera alors dans le chromosome de la bactérie hôte par un mécanisme 
de recombinaison spécifique de site. 
Le commutateur génétique, qui contrôle le choix entre cycle lytique et cycle lysogénique, a 
été caractérisé chez ce phage. Deux répresseurs, Rep et Tec, équivalents de λCI et λCro 
respectivement, régulent l'expression des deux opérons précoces divergents à partir de la région 
intergénique contenant les deux promoteurs, Prep et Ptec. Le point +1 d'initiation de la transcription 
de chaque promoteur a été identifié par extension d'amorce. Dans une souche lysogène pour mv4, 
un transcrit précoce comprenant les gènes tec, xis et ant est initié à Ptec alors que deux transcrits 
chevauchants sont produits à partir de Prep, le premier avec les gènes rep et orf-179, le second avec 
les gènes rep, orf-179 et int. Des fusions transcriptionnelles avec le gène rapporteur lacZ ont permis 
de préciser le rôle respectif des répresseurs Rep et Tec dans le contrôle des deux opérons. 
Surproduit, Tec est capable d’empêcher l’expression des deux opérons précoces alors que Rep 
réprime l’opéron tec-xis-ant mais active sa propre expression. Un motif hélice-tour-hélice de liaison 
à l’ADN a été identifié dans l’extrémité N-terminale de Rep et de Tec et il a été montré que Rep se 
lie à l’ADN sous forme de dimère, le domaine de dimérisation étant contenu dans les 112 derniers 
acides aminés. Des expériences de gel retard démontrent que chaque répresseur interagit avec la 
région intergénique au niveau d'un site de fixation unique et spécifique. Le site de fixation de Rep 
est localisé entre les régions –10 et –35 du promoteur Ptec tandis que Tec se lie à l’ADN en un site 
en amont des régions –35 des deux promoteurs divergents Prep et Ptec. La présence d'un site 
opérateur unique et spécifique de chacun des régulateurs du commutateur génétique est originale en 
comparaison des mécanismes déjà décrits. (article 1). 
 
La commutation entre le cycle lytique et le cycle lysogénique est couplée avec la mise en 
œuvre du système de recombinaison spécifique de site qui permet au phage de s'intégrer ou s'exciser 
du chromosome de la bactérie hôte. Nous avons identifié et caractérisé le facteur directionnel de la 
recombinaison (RDF) ou excisionase phagique, mv4Xis, qui contrôle le sens de la recombinaison 
réalisée par l’intégrase phagique mv4Int. Le gène xis codant ce facteur a une localisation originale : 
c’est le deuxième gène de l'opéron précoce lytique et c’est la première fois qu’on trouve ce gène 
dans cette position chez un bactériophage possédant une recombinase à tyrosine. Ce facteur mv4Xis 
interagit avec les sites d'attachement attP et attR au niveau de deux sites de fixation, X1 et X2, 
probablement par l'intermédiaire du motif hélice-tour-hélice contenu dans son domaine N-terminal. 
La fixation de mv4Xis sur attP ou sur attR entraîne une courbure de l'ADN d'environ 90° au niveau 
de chaque site. 
In vivo, ce facteur est absolument requis pour permettre l'excision d'un plasmide intégré de 
façon spécifique de site dans le chromosome de la bactérie Lactobacillus plantarum. Nous avons 
également montré que la présence de mv4Xis est indispensable pour que la recombinaison excisive 
intra ou intermoléculaire entre les sites attR et attL soit catalysée par l’intégrase, aussi bien in vivo 
que in vitro. Par contre, contrairement aux autres systèmes de contrôle directionnel de la 
recombinaison décrits à ce jour, mv4Xis n'inhibe pas la recombinaison intégrative entre les sites attP 
et attB, que ce soit in vivo et in vitro. Ce facteur ne jouerait qu'un rôle architectural dans la 
recombinaison : grâce à son activité de courbure de l’ADN, il stabiliserait le complexe 
nucléoprotéique formé sur le bras P du site attR et permettrait alors l'assemblage de la synapse 
excisive attR-attL, mais il ne perturberait pas la formation de l’intasome sur le site attP. (article 2). 
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INTRODUCTION 
 
 
INTRODUCTION   
Le séquençage systématique des génomes bactériens au cours des dernières années a permis 
de mettre en évidence une grande diversité de ces génomes, et la présence d'éléments génétiques 
mobiles (EGM) (plasmides, bactériophages, transposons, séquences d'insertion, ilôts génomiques) 
contribue grandement à cette variabilité (Binnewies et al., 2006). En effet les EGMs peuvent 
représenter une part importante du génome de ces bactéries. L'ADN des prophages peut constituer 
jusqu'à 20% du génome de certaines souches (Casjens, 2003; Casjens, 2005). De plus, les EGMs 
peuvent représenter près de 50% de l'ADN spécifique présent dans le génome des souches 
pathogènes par rapport aux souches non pathogènes d'une espèce donnée. Il a été montré que les 
EGMs et particulièrement les prophages sont les véhicules les plus courants des gènes de virulence 
chez les bactéries (Boyd et al., 2001b; Boyd and Brussow, 2002; Wagner and Waldor, 2002; 
Brussow et al., 2004; Waldor and Friedman, 2005). Les prophages peuvent apporter de nouvelles 
fonctions ou modifier des fonctions existantes chez les bactéries qui les hébergent. Ils participent 
donc à l'évolution des bactéries que ce soit dans l'acquisition de facteurs de virulence chez les 
bactéries pathogènes ou par leur rôle dans l'adaptation écologique de bactéries non pathogènes 
(Boyd et al., 2001b; Boyd and Brussow, 2002; Waldor and Friedman, 2005; Frost et al., 2005). La 
génomique comparative des bactériophages montre que les gènes acquis le plus récemment par les 
phages sont tous localisés près du site d'attachement phagique attP. Ces gènes auraient été 
transférés dans le génome phagique lors de l'excision imparfaite des prophages des génomes 
bactériens. Ces gènes sont fréquemment transcriptionnellement autonomes et sont donc exprimés 
dans le prophage. Ils peuvent alors fournir un avantage sélectif à l'hôte (Brussow and Hendrix, 
2002). 
Le séquençage systématique des génomes bactériens a permis de découvrir un nombre 
concidérable de prophages et la génomique comparative de ces bactériophages tempérés a conduit à 
une très bonne connaissance de l'ensemble des gènes présents et de leur organisation sur les 
génomes phagiques. Cependant peu de données expérimentales sont disponibles quant à la 
caractérisation des fonctions associées aux gènes phagiques. 
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INTRODUCTION   
Lors de l'infection d'une bactérie par un bactériophage, les étapes précoces sont cruciales. 
Elles vont permettre d'orienter le cycle phagique en fonction de l'état physiologique dans lequel se 
trouve la cellule. Le cycle lysogénique est une des réponses phagiques possibles et il requiert deux 
événements majeurs coordonnés : l’établissement de la répression des fonctions lytiques et la 
recombinaison intégrative conduisant à l'insertion du génome phagique dans le chromosome 
bactérien (Echols and Guarneros, 1983). L'induction du prophage implique l'inversion de ce 
processus: la levée de la répression des fonctions lytiques accompagnée de la répression des 
fonctions lysogéniques, et la mise en place de la recombinaison excisive qui permettra l'excision de 
l'ADN viral du chromosome bactérien (Echols et al., 1975). Ces deux fonctions étant étroitement 
liées, les gènes impliqués dans ces fonctions sont regroupés au sein d'un module de lysogénie. 
 
Dans l'introduction bibliographique de cette thèse, deux aspects de la lysogénie des 
bactériophages seront développés: la commutation cycle lytique - cycle lysogénique et la 
commutation intégration - excision. Dans une première partie de l'introduction, les caractéristiques 
des commutateurs génétiques présents chez les bactériophages tempérés et qui contrôlent le choix 
entre cycle lytique et cycle lysogénique seront analysés. Pour illustrer la diversité des mécanismes 
impliqués dans ce contrôle, je présenterai tout d'abord le commutateur génétique du bactériophage 
lambda, puis celui des bactériophages de Firmicutes et je terminerai par un exemple plus original, le 
commutateur des bactériophages d'Actinomycètes. 
Dans une deuxième partie, je présenterai le contrôle de l'événement d'intégration-excision et 
je détaillerai plus particulièrement les caractéristiques de la recombinaison excisive et les 
mécanismes du contrôle directionnel de la recombinaison spécifique de site. 
La dernière partie sera consacrée à la présentation du bactériophage mv4 de Lactobacillus 
delbrueckii et à l'état des connaissances concernant ce phage au début de mes travaux de thèse. 
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Fig. 1: Cycles de développement d'un bactériophage tempéré.
INTRODUCTION   
A) La commutation entre deux cycles de vie 
Lorsqu'un bactériophage tempéré infecte une bactérie, il a le choix entre deux voies de 
développement alternatives (Fig. 1). Ce choix est appelé commutation lyse-lysogénie. Le phage 
peut, soit développer un cycle lytique qui entraînera la mort de la cellule hôte par lyse cellulaire 
après multiplication du virion, soit entrer dans un cycle lysogénique qui lui permettra de s'intégrer 
dans le génome de la bactérie et de s'y maintenir. Dans ce cas, les fonctions lytiques sont éteintes et 
l'ADN phagique sera intégré dans le chromosome bactérien lors de l'infection (sauf exception, par 
exemple le phage P1 d'E. coli) et se répliquera en même temps que le génome bactérien. Le choix 
du cycle post-infection ou le passage du cycle lysogénique au cycle lytique lors de l'induction sont 
des processus finement régulés à des étapes précoces du développement du phage. 
Le paradigme du commutateur génétique phagique lyse-lysogénie est celui du bactériophage 
lambda d'Escherichia coli. 
 
I) Le commutateur génétique du phage lambda 
Le choix entre les deux modes de vie du bactériophage lambda est régi par deux 
caractéristiques clés (Fig. 2A):  
- après infection de la bactérie hôte, la décision entre un développement lytique ou 
lysogénique est dépendante de signaux environnementaux cellulaires et du nombre de phages 
infectants par cellule. 
- l'état lysogénique est très stable et suite à l'activation du système SOS en réponse à des 
lésions de l'ADN, le prophage basculera vers le cycle lytique. 
 
Il existe une littérature très abondante quant au commutateur génétique du phage lambda. Je 
ferai donc une revue non exaustive des connaissances acquises des événements clés du choix entre 
cycle lytique et cycle lysogénique de ce phage. Dans un premier temps, je ferai un résumé succint 
du mode de fonctionnement de ce commutateur puis dans un second temps, je détaillerai les 
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Fig. 2: Le commutateur génétique du bactériophage lambda.
A Cycles de développement du bactériophage lambda.
B Organisation génétique et unités de transcription du commutateur génétique du bactériophage lambda.
C Organisation des régions opératrices OL et OR.
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caractéristiques des trois protéines régulatrices qui jouent un rôle clé dans le développement du 
phage. 
 
Le commutateur génétique du phage lambda comprend deux promoteurs lytiques précoces, 
PR et PL, et un promoteur lysogénique précoce, PRM (Fig. 2B). Ce commutateur est régulé par les 
répresseurs CI et Cro codés par les gènes cI et cro transcrits de façon divergente à partir de PRM et 
PR, respectivement. Les régulateurs CI et Cro agissent au niveau des opérateurs OR et OL qui 
chevauchent les promoteurs PR et PL. 
La répression des promoteurs précoces PR et PL du phage empêche l'expression de tous les 
gènes lytiques. Dans le prophage, la protéine régulatrice CI assure seule par sa liaison aux 
opérateurs OL et OR, la répression des deux promoteurs nécessaires au maintien de l'état 
lysogénique. L'inactivation de  CI entraine le développement lytique. De plus, lors de la lysogénie, 
la présence du régulateur CI confère à la cellule hôte l'immunité à la surinfection par des 
bactériophages homoimmuns. En se fixant sur les sites opérateurs apparentés présents sur le 
génome des phages surinfectants, CI permet ainsi le blocage de leurs promoteurs lytiques. 
Les gènes lytiques de lambda sont exprimés de façon séquentielle au cours du cycle lytique: 
les gènes précoces immédiats (N, cro) puis les gènes précoces différés (int, cII, cIII, O, P, Q) et 
enfin les gènes tardifs et l'expression d'un groupe de gènes est requis pour l'expression des gènes 
suivants. Ainsi CI peut éteindre tous les gènes lytiques simplement en empêchant la transcription à 
partir des deux promoteurs lytiques précoces PR et PL reconnus par l'ARN polymérase de la bactérie 
hôte [pour revue voir (Oppenheim et al., 2005) et (Dodd et al., 2005)]. 
 
1) Organisation des régions OL et OR
La région intergénique cI - cro constitue la région OR. C'est là que sont localisés les 
promoteurs PRM et PR, et l'opérateur OR subdivisé en trois sites opérateurs, OR1, OR2 et OR3, 
semblables mais non identiques de 17 pb. Le site OR1 est localisé entre les régions –35 et –10 du 
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Fig. 3: Établissement du cycle lytique du phage lambda
A Organisation génétique et unités de transcription autour du commutateur du bactériophage lambda.
B Établissement du cycle lytique: expression du gène précoce cro et régulation des promoteurs de la région 
opératrice OR.
C Cascade de régulation mise en place lors de l'établissement du cycle lytique: expression des gènes différés
A
C
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promoteur PR, le site OR2 est situé entre les deux régions –35 des deux promoteurs PRM et PR et le 
site OR3 est situé entre les régions –35 et –10 du promoteur PRM. Cette organisation permet une 
occupation différentielle de ces sites par les deux régulateurs phagiques CI et Cro, en fonction de 
leur affinité pour ces sites (Fig. 2C). En effet, CI et Cro sont capables de se fixer aux mêmes sites 
mais avec une affinité différente. Par ordre d'affinité décroissante, pour CI on OR1 > OR2 > OR3, 
alors que pour Cro c'est OR3 > OR1 > OR2. Tout comme OR, OL est subdivisée en trois sites 
opérateurs, OL1, OL2 et OL3, là aussi semblables mais non identiques et reconnus avec une affinité 
différentielle par les deux protéines:  OL1 > OL2 > OL3 pour CI et OL3 > OL1 > OL2 pour Cro 
(Johnson et al., 1978; Ptashne et al., 1980; Hochschild et al., 1986). 
 
2) Etablissement du cycle lytique. 
Après adsorption du phage sur la bactérie hôte, injection de son ADN dans le 
cytoplasme bactérien et circularisation, l'entrée dans le cycle lytique se déroule en trois étapes. Tout 
d'abord, au niveau du commutateur les promoteurs lytiques PR et PL sont reconnus par l'ARN 
polymérase de l'hôte pour la synthèse de transcrits précoces. Ces transcrits précoces des gènes N et 
cro, s'arrêtent aux terminateurs tL1 et tR1 (Fig. 3A). La synthèse de Cro en début d'infection lui 
permet de se fixer sur le site opérateur OR3 (site pour lequel Cro a le plus d'affinité) et de réprimer 
l'expression de cI à partir du promoteur PRM (Johnson et al., 1981) (Fig. 3B).  
Dans un second temps, la protéine N qui est un antiterminateur permet en se fixant sur le 
complexe transcriptionnel (ARN polymérase) de passer à travers les terminateurs tL1 et tR1 et ainsi 
autorise la transcription des gènes précoces différés (Fig. 3A, 3C). Ces gènes précoces différés 
incluent les régulateurs lysogéniques CII et CIII, ainsi que les gènes codant les protéines de 
réplication, O et P, et l'antiterminateur Q. Enfin, après accumulation dans la cellule, Q entraîne la 
modification du complexe transcriptionnel en permettant le l'allongement du transcrit constitutif 
initié à PR' à travers le terminateur tR' (Fig. 3A, 3C), autorisant la transcription de l'opéron des gènes 
tardifs codant les protéines de morphogenèse et de lyse du bactériophage. 
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Fig. 4: Établissement et maintien du cycle lysogénique.
A Organisation génétique et unités de transcription autour du commutateur du bactériophage lambda.
B Cascade de régulation mise en place lors de l'établissement de la lysogénie.
C Maintien de la lysogénie
A
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3) Etablissement du cycle lysogénique. 
La voie lysogénique peut être initiée après la transcription des gènes précoces différés. 
En effet, l'accumulation de CII est déterminante pour l'initiation du cycle lysogénique et pour 
l'établissement stable du prophage dans le chromosome bactérien. Chez lambda, les trois protéines 
CI, CII et CIII sont absolument requises pour l'établissement de la lysogénie et pour son maintien. 
CI code le répresseur phagique et CII et CIII module l'expression de cI et d'autres gènes phagiques 
(Wulff and Rosenberg, 1983). Le taux de CII est capital pour de déclenchement de la synthèse de 
CI et CIII est impliqué dans la stabilisation de la protéine CII (Echols and Green, 1971). 
L'activateur de transcription CII permet le couplage de la synthèse de l'intégrase Int pour catalyser 
l'insertion du phage dans le chromosome bactérien en activant le promoteur PI, situé dans le gène 
xis, et celle du régulateur CI pour réprimer des promoteurs lytiques précoces, en activant le 
promoteur PRE. CII inhibe aussi la production de l'antiterminateur Q en permettant la synthèse d'un 
ARN antisens à partir du promoteur PAQ (Fig. 4B). La répression de la transcription initiée à PR par 
CI inhibe non seulement l'expression des gènes précoces de l'opéron droit, mais également la 
réplication de l'ADN phagique en prévenant l'activation transcriptionnelle de l'origine de réplication 
du phage, λori. 
 
4) Maintien du prophage au cours de la lysogénie. 
Une fois établie, la lysogénie est un état exceptionnellement stable. Dans le prophage, CI 
contrôle trois promoteurs (Fig. 4C). Il réprime la transcription à partir des promoteurs précoces PR 
et PL, et autorégule sa propre expression à partir du promoteur PRM. Les promoteurs PI et PRE ne 
sont plus utilisés puisque l'activateur CII n'est plus synthétisé dans une souche lysogène. Le 
régulateur CI est donc le seul responsable du maintien du prophage et de la stabilité de cet état 
lysogénique, et de ce fait, l'expression des gènes lytiques du prophage peut être très rapidement 
induite suite à l'inactivation de CI. 
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Fig. 5: Rôle de CI au cours de l'établissement et du maintien de la lysogénie.
A Représentation schématique de la structure de CI et des étapes de dimérisation et de fixation à l’ADN.
B Représentation schématique du rôle de CI dans les étapes de régulation de l’état lysogénique du phage λ.
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5) L'induction du cycle lytique 
Pour induire le cycle lytique (dans une bactérie lysogène pour λ), le répresseur CI doit 
être inactivé pour pouvoir initier la transcription des gènes lytiques précoces à partir des promoteurs 
PR et PL. L'induction du prophage est dépendante de la réponse SOS de l'hôte. En effet, après 
initiation de cette réponse suite à des lésions sur l'ADN, l'activation de la coprotéase RecA de l'hôte 
et sa liaison avec CI vont conduire à l'autoclivage de CI (Little and Mount, 1982). Cro n'est pas 
important pour la commutation de la lysogénie vers le cycle lytique lors de l'induction du prophage 
(Svenningsen et al., 2005). 
 
6) Le régulateur CI 
Le régulateur CI est une protéine de 236 acides aminés. Elle possède deux domaines 
protéiques, un domaine N-terminal de liaison à l'ADN avec un motif hélice-tour-hélice, et un 
domaine C-terminal permettant la dimérisation et l'oligomérisation de la protéine (Fig. 5A). Le 
régulateur CI se fixe sur ses sites opérateurs sous forme de dimère. On peut également observer une 
fixation coopérative à OL1 et OL2 ainsi qu'à OR1 et OR2 entraînant la formation de tétramères (Fig. 
5B). Les deux tétramères formés sur les deux opérateurs OR et OL, distant de 2,3 kb, sont alors 
capables d'interagir entre eux ("extra cooperativity"). La formation d'une boucle d'ADN maintenue 
par l'octamère de CI permet d'augmenter d'un facteur 4 la répression des deux promoteurs PR et PL 
(Fig. 5B) (Svenningsen et al., 2005). Au sein de ce complexe, le dimère de CI fixé sur OR2 stimule 
la transcription à partir de PRM, par des interactions protéine-protéine avec l'ARN polymérase 
(Bushman, 1993; Li et al., 1994), et active ainsi la synthèse de CI (boucle auto-activatrice) (Jain et 
al., 2004). En concentration plus élévée, CI peut alors se fixer sur les sites de moindre affinité OL3 
et OR3, et l'interaction coopérative de OL3 avec OR3 par l'intermédiaire des dimères de CI stabilisera 
d'autant plus la boucle OL-OR (Dodd et al., 2001; Dodd et al., 2004). La fixation de CI sur OL3 et 
OR3 entraîne la répression de PRM. La répression effective et efficace de PRM nécessite la fixation de 
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Fig. 6: Représentation schématique du rôle de Cro dans la régulation de la région OR.
D’après Santillán M. and Mackey M., Biophysical journal, 2004
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CI sur OL3 (Dodd et al., 2004). La présence de CI sur OR3 exclut l'ARN polymérase de PRM, et 
prévient ainsi l'expression de CI (boucle auto-répressive) (Fig. 5B) (Reichardt and Kaiser, 1971). 
CI empêche la transcription initiée à partir des promoteurs PR et PL beaucoup plus 
efficacement que Cro. En effet, CI réprime d'un facteur 400 l'activité de PR et PL alors que Cro ne 
réprime que d'un facteur 1,7 l'activité de PR et PL et d'un facteur 2,5 l'activité de PRM (Svenningsen 
et al., 2005).  
 
7) Le régulateur Cro 
Cro est un acteur important dans la commutation génétique du bactériophage après 
infection de la bactérie. Le gène cro est le premier gène transcrit à partir de PR après infection de la 
cellule par le phage ou après induction du prophage. Cro est une protéine de 66 acides aminés à un 
seul domaine, qui se fixe sous forme dimérique aux opérateurs OL et OR (Fig. 6). Il n'y a pas 
d'interactions entre les dimères de Cro fixés sur les opérateurs OL et OR. Les études menées 
jusqu'alors laissaient penser que la fixation de Cro à OR3 entraînait la répression de la transcription 
de cI et permettait ainsi d'achever la commutation vers la voie lytique. Or des travaux récents 
(Svenningsen et al., 2005; Atsumi and Little, 2006) suggèrent que la présence de Cro ne serait pas 
importante pour la commutation de la lysogénie vers le cycle lytique au cours de l'induction du 
prophage. Le rôle que Cro jouerait dans le développement lytique se limiterait à la répression 
partielle ou modérée des promoteurs PR et PL pour limiter la synthèse des protéines indispensables 
pour le basculement vers la lysogénie: à savoir CII et CIII, et ainsi limiter indirectement la quantité 
de répresseur CI dans la cellule (Atsumi and Little, 2006). En effet, dans des conditions où une 
cellule est infectée par un seul phage, Cro limite la synthèse du régulateur CII en réduisant sa 
synthèse à partir du promoteur PR (Kobiler et al., 2005) et la synthèse de CIII en réprimant PL 
(Atsumi and Little, 2006) (Fig. 3C). En jouant le rôle de répresseur "faible" pour les deux 
promoteurs PR et PL, Cro facilite le mode lytique. Il a été montré que dans un mutant cII-, Cro ne 
permet pas de prévenir l’établissement du cycle lysogénique puisque CI est alors suffisamment 
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Fig. 7: Rôle de CII dans l'établissement du cycle lysogénique du bactériophage lambda.
A Organisation génétique et unités de transcription autour du commutateur du bactériophage lambda.
B Représentation schématique de l’activation due à CII et de la régulation du niveau de CII.
B
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synthétisé à partir du promoteur faible PRM pour réprimer ensuite à lui seul les promoteurs précoces 
lytiques PR et PL (Atsumi and Little, 2006). 
 
8) Le rôle de CII dans la commutation entre les modes de vie lytique et lysogénique. 
L'inhibition ou l'absence de fonctions lytiques n'est pas suffisante pour permettre la 
décision vers la lysogénie. Le basculement vers la lysogénie après l'infection phagique ne peut se 
faire que lorsque certains événements essentiels surviennent, à savoir l'intégration de l'ADN 
phagique dans le chromosome bactérien, la répression efficace des promoteurs précoces PR et PL 
ainsi que l'inhibition de l'expression des gènes lytiques tardifs. Tous ces pré-requis sont sous le 
contrôle de CII, un activateur de transcription agissant sur les promoteurs PI, PRE et PAQ (Fig. 7). 
Ces promoteurs sont situés dans xis, cII et q, respectivement. Pour faciliter l'intégration du phage 
après l'infection, une synthèse rapide de Int est obtenue par activation de PI par CII. Le transcrit 
initié à PI permet uniquement la synthèse de Int et non celle de Xis, favorisant la recombinaison 
intégrative. L'activation de PRE permet une augmentation rapide de la concentration de CI après 
l'infection phagique: elle est 10 à 20 fois plus élevée que celle obtenue à partir d'un transcrit initié à 
PRE qu'à partir de PRM seul. La concentration initiale élevée de CI doit garantir la répression de tous 
les génomes phagiques infectant et en cours de réplication. 
L'activité de CII est modulée par sa stabilité qui est dépendante de facteurs d'hôte ou 
phagique. En effet, la protéine CII est soumise à divers contrôles positifs et négatifs et est très 
instable in vivo en raison notamment de sa dégradation par la protéase FtsH (Fig. 7) [pour revue 
voir (Oppenheim et al., 2005)]. La protéine phagique CIII stabiliserait l'activateur CII en empêchant 
sa rapide dégradation par FtsH soit en inhibant l'activité protéase de FtsH soit en entrant en 
compétition avec CII comme substrat de la protéase (Kobiler et al., 2002). En effet, CIII peut être 
en fonction de sa concentration dans la cellule soit substrat soit inhibiteur de FtsH (Herman et al., 
1997; Kobiler et al., 2002). Le fait que la lysogénie soit favorisée dans une cellule infectée par 
plusieurs phages simultanément (Kourilsky and Knapp, 1974), s'explique probablement par un taux 
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de synthèse de CII et CIII plus élevé que dans une cellule infectée par un seul phage, à cause d'un 
dosage génique accru (Little, 2005). 
 
De façon schématique, on peut résumer que chez le phage lambda, les régulateurs phagiques 
CI et Cro régissent les états lytique ou lysogénique: CI maintient un état lysogénique stable, et Cro 
entraîne le phage vers le cycle lytique, non pas en bloquant directement l'expression de CI, mais 
indirectement, en diminuant le niveau de CII qui est l’activateur de la transcription de cI 
(Oppenheim et al., 2005). 
 
 
Il existe une grande diversité parmi les phages tempérés à ADN double brin, et la régulation du 
choix entre cycle lytique et cycle lysogénique par des répresseurs, est un aspect partagé à travers le 
monde diversifié des bactériophages et on peut trouver pratiquement autant de modèles que de 
phages. Certains de ces phages partagent le même type de régulation que le bactériophages lambda 
[HK022, 434, P22, pour revue voir (Campbell, 1994; Weisberg et al., 1999)], d’autres comme les 
bactériophages de Firmicutes ont développé un mécanisme comparable mais dont les modalités 
moléculaires sont différentes. Enfin, d’autres encore comme les bactériophages d’Actinomycètes 
possèdent un commutateur génétique original et totalement différent de celui des phages de type 
lambda. 
 
II) Le commutateur génétique des bactériophages de Firmicutes 
Des études de génomique comparative réalisées sur certains phages de Firmicutes ont 
permis de définir une organisation génétique modulaire conservée: empaquetage de l'ADN - 
morphogénèse de la tête - morphogénèse de la queue - morphogénèse des fibres de queue - lyse - 
lysogénie - réplication de l'ADN. A l'exception des modules de la tête et de la queue, cette 
organisation se différencie de celle du bactériophage lambda (Lucchini et al., 1999). L'organisation 
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Fig. 8: Organisation générale du génome des bactériophages de Firmicutes.
A Ordre des gènes généralement retrouvés dans le module de lysogénie des phages de Firmicutes.
B Organisation du module de lysogénie de différents phages tempérés de Firmicutes (d'après Lucchini et al, 
2001). Dans la 1ère colonne sont mentionnés les espèces bactériennes hôtes et dans la 2ème colonne le nom 
des bactériophages.
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des gènes impliqués dans les étapes précoces de chacun des modes de vie est similaire et homogène 
chez les bactériophages analysés de Firmicutes. En effet, ces gènes sont tous regroupés au sein d'un 
même module de lysogénie (Fig. 8) (Lucchini et al., 1999). Ce module de lysogénie est constitué 
par deux opérons divergents, l'opéron lysogénique et l'opéron lytique, controlés par deux 
promoteurs impliqués dans la régulation du commutateur lyse-lysogénie, un promoteur précoce 
lytique (que l’on appellera Plyt dans la suite du texte) et un promoteur précoce lysogénique (Plys). 
L’organisation de cette région peut alors s'apparenter à l'organisation de la région OR (cI-PRM-PR-
cro) du bactériophage lambda. Le premier gène de chaque opéron est un gène codant un régulateur 
impliqué dans la commutation entre les deux cycles de vie du phage. 
Chez les bactériophages de Firmicutes, les gènes impliqués dans le cycle lysogénique 
semblent regroupés au sein du même opéron alors que chez le bactériophage lambda, on trouve 
deux opérons lytiques précoces droit et gauche comprenant à la fois des gènes lytiques et des gènes 
lysogéniques. De plus, le gène cI avec rexAB forment un opéron distinct de l’opéron précoce 
gauche. La présence de deux opérons lytiques et d'un opéron lysogénique (chez lambda) implique à 
priori qu’une régulation complexe pour l'établissement de l'un ou de l'autre cycle de vie soit 
nécessaire chez ce phage. Chez un grand nombre de bactériophages de Firmicutes l'organisation du 
module de lysogénie semble être plus simple: présence de deux opérons lytique et lysogénique 
divergents, d'une seule région de contrôle et absence de régulation par antiterminaison. Ceci laisse 
envisager une régulation plus élémentaire de ces événements. 
Au sein des bactériophages de Firmicutes, les commutateurs génétiques les mieux 
caractérisés se trouvent chez les phages de bactéries lactiques et chez les phages de Bacillus subtilis 
dont le modèle le mieux connu est φ105. 
 
1) Les bactériophages de bactéries lactiques. 
Les études des commutateurs génétiques des bactériophages de bactéries lactiques ont 
été relativement nombreuses au cours des dix dernières années. L'analyse de leur module de 
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Fig. 9: Organisation de la région contrôlant le commutateur génétique des bactériophages de bactéries lactiques. Trois familles de phages sont représentées en fonction de la 
capacité du ou des répresseurs à se fixer sur les sites opérateurs. Dans les sous groupes encadrés en pointillés, la fixation aux sites opérateurs du répresseur de type λCro n'a 
pas été démontrée. Les rectangles jaunes représentent les régions –35 et –10 de chaque promoteur. Les sites opérateurs sont représentés par des lignes violette, rouge ou verte.
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lysogénie a permis de montrer que l'organisation des gènes de ce module est conservée et que ces 
gènes sont regroupés au sein d'une même région d'ADN (Fig. 8) (Brussow and Desiere, 2001). Ce 
commutateur génétique est comparable à la région OR du bactériophage lambda. On retrouve, en 
général, au sein de cet opérateur, deux promoteurs divergents qui contrôlent l'expression de deux 
opérons précoces: l'opéron des gènes impliqués dans les étapes précoces du cycle lytique et l'opéron 
des gènes exprimés au cours de la lysogénie. Les promoteurs qui contrôlent ces opérons, sont 
équivalents aux promoteurs localisés au niveau de l'opérateur λOR, les promoteurs PRM et  PR. Le 
premier gène de l'opéron lysogénique code le répresseur transcriptionnel équivalent du répresseur 
CI de lambda. En aval de ce gène, on trouve un ou plusieurs gènes codant des protéines 
membranaires potentiellement impliquées dans la résistance à la surinfection de la souche lysogène 
par d'autres phages non apparentés au prophage (Bruttin et al., 1997; McGrath et al., 2002), et enfin 
le gène codant la recombinase suivi du site d'attachement phagique attP. Le premier gène de 
l'opéron précoce lytique code un répresseur transcriptionnel de type λCro. En aval de ce gène, on 
trouve un gène codant un antirépresseur putatif, les gènes codant les protéines impliquées dans la 
réplication du phage et l'origine de réplication du phage. 
Bien que l'organisation des gènes de ce module soit conservée au sein des 
bactériophages de bactéries lactiques, et que les effets de la régulation du choix entre cycle lytique 
et cycle lysogénique soient également globalement les mêmes que ceux qui ont été décrits pour le 
bactériophage lambda, les mécanismes moléculaires mis en place pour cette régulation montrent 
une diversité au sein de ce groupe de phages. En effet, le nombre de sites opérateurs du régulateur 
de type λCI dans la région intergénique peut varier de deux pour les phages φLC3 (Blatny et al., 
2001), Tuc2009 (Kenny et al., 2006), r1t (Nauta et al., 1996) ou TP901-1 (Madsen et al., 1999; 
Johansen et al., 2003) à cinq pour le phage φgle (Kakikawa et al., 2000b) (Fig. 9). De même, la 
fixation du répresseur équivalent de λCro dans cette région varie d'un phage à l'autre. Dans le cas 
des phages A2 (Ladero et al., 1999) et φgle (Kakikawa et al., 2000a) on peut trouver un système 
proche de celui du phage lambda, avec la fixation du répresseur équivalent de λCro aux mêmes 
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phage régulateur Effet observé sur l’activité du promoteur lytique (PLyt) 
Effet observé sur l’activité du 
promoteur lysogénique (PLys) 
Cpg répression (35 x) répression (9 x) 
φgle 
Cng répression (6 x) répression (47 x) 
CI répression ND 
φA2 
Cro ND ND 
CI répression (60x) répression (30x) 
TP901-1 
Mor faible répression si seul (2x) répression en présence CI légère activation si seul (3,5x) 
Orf286 répression totale en présence Orf63 répression partielle si seul ou si Orf76 
répression si seul ou si Orf63 (2x) 
activation si en présence de Orf76 
φLC3 
Orf76 répression activation si en présence de Orf286 répression si seul 
Rad répression répression 
φadh 
Tec ND ND 
CI2009 répression répression 
Tuc2009 
Cro2009 très légère activation répression (35 à 55x) 
Rro répression (70x) ND 
r1t 
Tec ND ND 
Orf127 répression répression 
Sfi21 
Orf75 répression ND 
 
 
 
Tableau 1: Régulation des promoteurs précoces par les régulateurs de type λCI (bleu) et λCro (parme) 
des phages de bactéries lactiques. Les effets de répression observés sur l’activité des promoteurs sont 
signalés en rouge, ceux d’activation le sont en vert. 
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sites que ceux du répresseur équivalent de λCI mais avec des affinités différentes pour chacun des 
sites (Fig. 9A). Dans le cas du phage Sfi21 le répresseur de type λCro joue un rôle dans la 
régulation mais aucun site de fixation n'a été mis en évidence dans cette région (Fig. 9C) (Bruttin et 
al., 2002). Ceci impliquerait alors la formation probable d’un complexe entre les deux répresseurs 
comme cela a également été proposé pour le phage TP901-1 (Madsen et al., 1999). Enfin, il a été 
identifié chez le phage Tuc2009 (Kenny et al., 2006) un système où la fixation du répresseur type 
λCro au sein de cette région se fait à des sites distincts mais pouvant partiellement chevaucher ceux 
du répresseur de type λCI (Fig. 9B). Dans de nombreux cas (r1t, φgle, φLC3, TP901-1, Sfi21, 
Tuc2009 et BK5-T) on trouve un site opérateur du répresseur de type λCI dans l’extrémité 3’ du 
gène codant le répresseur de type λCro (Fig. 9). Ce site pourrait jouer un rôle dans la formation 
d’une boucle d’ADN entre ce site et les sites de la région intergénique pour renforcer la répression 
excercée par le répresseur de type λCI sur le promoteur lytique précoce Plyt. 
La régulation des promoteurs lytiques et lysogéniques a également été étudiée en détail 
au sein de ce groupe de phages, et dans l'ensemble le répresseur de type λCro réprime les deux 
promoteurs [à l’exception des phages TP901-1 (Madsen et al., 1999) et φLC3 (Blatny et al., 2003)] 
(Tableau 1). Quant au répresseur de type λCI, celui-ci réprime dans tous les cas le promoteur 
lytique et généralement réprime le promoteur lysogénique [à l’exception du phage φLC3 (Blatny et 
al., 2003)]. L'autorégulation du gène cI observée chez le phage lambda n'a pas été mise en évidence 
pour le répresseur de type λCI des phages de bactéries lactiques décrits à ce jour. Cependant, nous 
ne pouvons pas exclure que les différentes méthodes ou les conditions utilisées pour étudier cette 
régulation ne soient pas adaptées pour une caractérisation plus détaillée. En effet, dans la majorité 
des études réalisées, les activités des promoteurs ont été mesurées à partir de fusions 
transcriptionnelles présentes sur plasmides. L'expression du gène rapporteur à partir de chacun des 
promoteurs a été mesurée en présence ou en absence du ou des gènes régulateurs apportés en trans 
ou en cis. Ces gènes régulateurs étaient exprimés soit constitutivement soit de façon inductible mais 
aucune étude n’a été faite en présence de différentes concentrations de chaque répresseur. Cette 
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Fig. 10: Le commutateur génétique du bactériophage φ105 de Bacillus subtilis (d'après Chan and Lim, J. 
Mol. Biol., 2003).
A Organisation de la région promotrice contrôlant le commutateur génétique du bactériophage φ105 de 
Bacillus subtilis
B Modèle de régulation des promoteurs précoces PM et PR du bactériophage φ105 par le répresseur mtcφ105 
représenté par une bille bleue.
C Modèle de régulation des promoteurs précoces PM et PR du bactériophage φ105 par le répresseur ORF4 
représenté par un losange jaune.
A
B
C
+ -
-
D'après Chan and Lim, J. Mol. Biol., 2003 
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étude aurait pu permettre d’observer une occupation progressive des différents sites et l’effet 
associé, en particulier pour les phages A2 et φgle chez qui les deux répresseurs se fixent sur les 
mêmes sites opérateurs mais avec des affinités différentes (Ladero et al., 1999; Kakikawa et al., 
2000a). 
 
2) Les bactériophages de Bacillus subtilis: l’exemple de φ105. 
La stratégie employée par le bactériophage φ105 de Bacillus subtilis pour contrôler le 
choix lyse - lysogénie est similaire à celle employée par les phages lambdoïdes. Chez le 
bactériophage φ105, on trouve deux promoteurs divergents PM et PR (Fig. 10). Le répresseur 
wtcφ105, exprimé à partir de PM, est responsable du maintien de la lysogénie (Dhaese et al., 1985). 
Comme λCI, ce répresseur est un régulateur positif et négatif de la transcription. Il stimule PM, son 
propre promoteur, mais réprime PR, qui dirige probablement le développement lytique, et les 
promoteurs PM et PR peuvent être considérés comme les équivalents respectifs de PRM et PR de 
lambda (Van Kaer et al., 1987). Le répresseur reconnaît spécifiquement six sites opérateurs de 14pb 
identifiés dans la région d'immunité (Fig. 10) (Van Kaer et al., 1987; Van Kaer et al., 1989). 
Contrairement au site opérateur de λCI, la séquence du site opérateur du répresseur wtcφ105 ne 
présente pas de symétrie, ce qui implique que la fixation du répresseur ne se fait pas sous forme de 
dimère sur ces sites et que l'effet de la fixation du répresseur doit être différent en fonction de 
l'orientation des sites par rapport au sens de transcription (Van Kaer et al., 1987; Van Kaer et al., 
1988; Van Kaer et al., 1989). L'analyse du génome de φ105 a permis d'identifier 28 sites ayant une 
séquence identique à la séquence consensus des sites opérateurs OR1 à OR6 (Chan and Lim, 2003). 
Cependant, le rôle de ces 28 sites n'est pas connu, en dehors de celui des sites OR1 à OR6 impliqués 
dans la régulation de la commutation cycle lytique-cycle lysogénique. 
Immédiatement en aval du promoteur PR on trouve une ORF, Orf4, l'équivalent 
topologique de λCro, qui pourrait être impliquée dans la régulation de la transcription des gènes 
lytiques précoces (Chan and Lim, 2003). Orf4 et mtcφ105 (un mutant thermosensible de wtcφ105) 
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contiennent un motif HTH de fixation à l'ADN dans leur domaine N-terminal et partagent 37% 
d'identité (HTH3 DNA binding proteins) (Chan and Lim, 2003). L'induction thermique d'une 
souche lysogène pour le phage φ105MU331 (cts-52) accroît de 65 fois l'expression de Orf4 (Chan 
and Lim, 2003). Un plasmide portant Orf4 sous le contrôle du promoteur PR, confère à une souche 
de B. subtilis, l'immunité à la surinfection par le phage φ105 (Van Kaer et al., 1987). Les protéines 
Orf4 et mtcφ105 sont toutes deux capables de se fixer sur les six sites opérateurs avec des affinités 
différentes. Le fait que les sites OR1, OR2 et OR3 aient la même séquence et que chacune des deux 
protéines Orf4 et mtcφ105 ait une affinité différente pour chacun des sites suggèrent que les 
séquences autour des sites opérateurs et qui peuvent être impliquées dans le changement de la 
conformation de l'ADN, sont importantes pour la reconnaissance différentielle de ces sites par les 
deux protéines (Chan and Lim, 2003). Avant induction thermique, mtcφ105 se fixe aux six sites 
opérateurs avec presque la même affinité (le site OR3 ayant l'affinité la plus élevée) alors que Orf4 a 
une très faible affinité pour le site OR3 chevauchant son propre gène. La fixation de mtcφ105 aux 
sites OR1, OR2 et OR4 pourrait stimuler PM, alors que la fixation aux sites OR5 et OR6 pourrait 
réprimer PR (Van Kaer et al., 1987). De plus, la fixation de mtcφ105 à OR3 bloque l'expression de 
Orf4 par la formation d'une boucle d'ADN avec les monomères de mtcφ105 fixé sur OR5 et OR6. 
Ces résultats sont confirmés par le niveau des transcrits des deux gènes obtenus au cours de la 
lysogénie: mille fois plus de transcrits de mtcφ105 que de orf4 (Chan and Lim, 2003). Après 
thermo-induction, bien que l'affinité de mtcφ105 pour les sites OR4-6 soit faiblement réduite, le 
départ de mtcφ105 des sites OR3, OR5 et OR6 déréprime l'activité du promoteur PR et permet 
l'initiation de la transcription de orf4 provoquant une augmentation importante de Orf4. La thermo-
induction entraîne aussi une augmentation drastique de l'affinité de Orf4 pour le site OR1 (d'un 
facteur > à 1000) provoquant le départ de mtcφ105 de ce site chevauchant la région –35 de PM. 
Cependant, seule une diminution modérée du niveau des transcrits de mtcφ105 est observée (Chan 
and Lim, 2003).  
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Fig. 11: Comparaison de l'organisation du génome du mycobactériophage L5 et du coliphage lambda.
Le site attP est entouré en rouge, les flèches noires indique le sens de transcription des gènes positionnés 
dans la partie du génome correspondante et le nom des modules de gènes sont indiqués avec la même 
couleur lorsqu'ils sont retrouvés dans le même ordre chez les deux phages.
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Nous venons de décrire des commutateurs génétiques se rapprochant de celui du phage 
lambda quant à l’organisation des gènes et des promoteurs impliqués et dont les différences les plus 
remarquables se situent au niveau du mécanisme moléculaire. 
Nous allons maintenant présenter des exemples de commutateurs qui s'éloignent du 
paradigme du phage λ aussi bien au niveau de leur organisation que de leur fonctionnement. Ces 
exemples seront pris chez les bactériophages d’actinomycètes, des bactéries Gram + à haut GC%. 
 
III) Le commutateur génétique des bactériophages d'Actinomycètes (bactéries à 
haut GC%). 
Chez les bactériophages tempérés d'actinomycètes, on retrouve un système de régulation du 
choix lyse-lysogénie. Cependant, ces bactériophages possèdent un commutateur original et 
totalement différent de celui des phages de type lambda ou de celui des phages de Firmicutes. Un 
seul régulateur de type λCI semble impliqué et avoir un rôle complexe dans le choix des cycles de 
vie de ces phages. 
 
1) Les mycobactériophages. 
Deux mycobactériophages modèles, L5 et Bxb1 ont fait l'objet de recherches intensives. 
L'organisation globale du génome des bactériophages de mycobactéries évoque celle du 
bactériophage lambda, même si on ne retrouve pas vraiment de similarité au niveau séquence 
nucléotidique ni protéique (Fig. 11). En effet, le génome de L5 et Bxb1 a des extrémités cohésives, 
le site attP est situé au centre du génome et le bras gauche porte les gènes codant les protéines de 
structure et d'assemblage des particules, comme on peut le retrouver chez le phage lambda (Nesbit 
et al., 1995). De plus, l'organisation détaillée des modules de gènes du bras gauche des phages L5 et 
lambda suggère qu'un ancêtre commun serait à l'origine de ces deux phages (Fig. 11) (Nesbit et al., 
1995). Cependant chez les mycobactériophages, la transcription des gènes de chacun des bras se fait 
de façon convergente vers le site attP, alors que chez les phages lambdoïdes, la transcription 
 17
Fig. 12: Organisation du génome du mycobactériophage L5. Position des promoteurs précoces P1, P2, P3 et Pleft.
Bras gauche Bras droit
D’après Brown et al, EMBO J., 1997
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divergente des gènes du bras droit est centrée sur le commutateur (Ptashne, 1992; Hatfull and 
Sarkis, 1993). 
 
a) Le bactériophage L5
Le bactériophage L5 est un bactériophage tempéré isolé de Mycobacterium 
smegmatis. Il est capable d'infecter les espèces à croissance lente de mycobactéries et il code sa 
propre ADN polymérase et trois ARNt (Hatfull and Sarkis, 1993). Ce bactériophage possède un 
répresseur des fonctions lytiques de type λCI, gp71, qui maintient l'état lysogénique de la souche et 
qui confère également l'immunité à la surinfection aux cellules lysogènes (Donnelly-Wu et al., 
1993). Au cours des étapes précoces du développement lytique ou au cours de l'induction du 
prophage, le gène 71 est transcrit à partir du promoteur Pleft, seul promoteur lytique précoce 
identifié chez ce bactériophage (Fig. 12) (Nesbit et al., 1995). Ce promoteur est régulé 
négativement par gp71 au cours de la lysogénie (d'un facteur 50) et est actif au cours des étapes 
précoces du développement lytique. La transcription initiée à partir de Pleft ne nécessite pas de 
protéine activatrice codée par le phage (Nesbit et al., 1995). 
 
• Le modèle de régulation 
Un modèle du contrôle du choix lyse-lysogénie du bactériophage L5 a été établi 
(Fig. 13) (Nesbit et al., 1995). Au cours de l'infection phagique, l'expression simultanée du gène 71, 
à partir du promoteur précoce Pleft et des trois promoteurs situés en amont du gène 71, P1, P2, P3, et 
ce sans l'aide de protéines codées par le phage, résulte en une synthèse rapide de gp71 (Fig. 13A, 
13B). Cette synthèse explique facilement comment le phage peut dès lors entrer dans un cycle 
lysogénique (Fig. 13B), alors qu'il est difficile de comprendre comment il pourrait poursuivre un 
cycle lytique (Fig. 13C). Cependant, une hypothèse permet d'expliquer l'entrée du phage dans ce 
cycle. Une modification post-transcriptionnelle de l'activité de gp71 et non une régulation du niveau 
de sa synthèse pourrait résoudre ce problème. La protéine gp71 néosynthétisée serait normalement 
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Fig. 13: Modèle de régulation de la commutation entre cycle lytique et cycle lysogénique chez le 
mycobactériophage L5.
E Induction du cycle lytique
C Cycle lytique tardif
B Établissement du cycle lysogénique
D Maintien du cycle lysogénique
A établissement du cycle lytique
Infection de la bactérie
D’après Nesbit et al, Mol. Mic., 1995
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dégradée ou modifiée par des enzymes de l'hôte, mais cette dégradation ou modification serait 
inhibée par une protéine codée par le phage (parmi les gènes 72 à 82 exprimés à partir de Pleft) et 
qui aurait des propriétés équivalentes à λCIII (Donnelly-Wu et al., 1993; Nesbit et al., 1995). Cette 
protéine impliquée dans l'établissement de la lysogénie permettrait de stabiliser la protéine gp71 
initialement synthétisée, jusqu'à un seuil suffisant pour contrecarrer l'effet de la dégradation ou de la 
modification de la protéine gp71. La protéine gp71 pourrait alors se fixer à Pleft, pour réprimer 
l'expression des gènes précoces lytiques (Fig. 13B) (Nesbit et al., 1995).  
 
• Le cycle lysogénique 
Le répresseur gp71 serait le seul gène requis pour le maintien de la lysogénie  mais 
une seconde protéine (parmi les gènes 72 à 82) qui aurait une fonction équivalente à λCIII, pourrait 
être requise pour l'établissement de la lysogénie (Nesbit et al., 1995; Sarkis et al., 1995). Le 
maintien de la lysogénie nécessite la répression du promoteur lytique précoce Pleft. Pour maintenir 
la lysogénie et la répression de Pleft, gp71 est exprimée à partir des trois promoteurs (P1, P2, P3) 
localisés en amont de son propre gène qui sont tous reconnus par l'ARN polymérase de l'hôte (Fig. 
13D) (Nesbit et al., 1995). Deux sites de fixation de gp71 ont été identifiés dans la région de Pleft. 
Un des deux sites chevauche la région –35 de ce promoteur et cet opérateur semble suffisant pour 
que gp71 réprime Pleft. Le second site se trouve en aval dans la région transcrite, à 11 tours d'hélice 
d'ADN du premier site et il pourrait permettre d'augmenter la répression de Pleft par la formation 
d'une boucle d'ADN via l'interaction des répresseurs fixés sur les deux sites (Brown et al., 1997). 
L'affinité de gp71 pour son site de fixation est très faible par rapport aux affinités de la plupart des 
autres répresseurs. gp71 pourrait également contrôler sa propre transcription au niveau du 
promoteur P1, en se fixant sur le site opérateur qui chevauche le point d'initiation de la transcription 
de ce promoteur (Brown et al., 1997).  
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Fig. 14: Position des sites de fixation du répresseur gp71 tout le long du génome.
Les sites sont marqués + ou – en fonction de leur orientation par rapport au génome. Les flèches horizontales 
indiquent le sens de transcription des gènes localisés au niveau de chaque bras.
Bras gauche Bras droit
D’après Brown et al, EMBO J., 1997
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• Le cycle lytique 
La mise en place du cycle lytique après l'infection ou après l'induction du prophage 
nécessite l'activité du promoteur précoce lytique Pleft (Fig. 13A, 13E) Le bactériophage L5 est 
capable d'inhiber les biosynthèses réalisées par la machinerie de l'hôte très tôt au cours du cycle 
lytique, ce qui a une conséquence importante pour la régulation de la commutation lyse-lysogénie 
(Hatfull and Sarkis, 1993). En effet, il suffit que la synthèse du répresseur gp71 réalisée par la 
machinerie de l'hôte en absence de toute autre protéine phagique, soit inhibée pour entraîner la 
dérepression du promoteur précoce Pleft et pour permettre la mise en place du cycle lytique. Chez ce 
bactériophage, il n'est donc pas nécessaire d'avoir un régulateur au rôle équivalent à celui de Cro 
pour la mise en place du cycle lytique, ni d'avoir une transcription divergente typique des phages 
lambdoïdes (Hatfull and Sarkis, 1993).  
 
Le système de régulation utilisé par L5 possède une caractéristique inhabituelle: il 
contient un grand nombre de sites de fixation de gp71 (29 en plus de celui en amont de Pleft) (Fig. 
14). Ces sites de 13 pb et de séquence asymétrique (pas de fixation de gp71 sous forme de dimères), 
répartis tout le long du génome de L5, sont localisés à l'intérieur de courtes régions intergéniques et 
sont toujours situés dans une seule orientation par rapport au sens de transcription (Brown et al., 
1997). Ces sites sont appelés "stopérateurs" car lorsque le régulateur gp71 est fixé sur ces sites, le 
complexe d'élongation de la transcription est arrêté. Les interactions de gp71 avec ces sites 
opérateurs permettraient de maintenir le génome phagique totalement silencieux. 
 
b) Le bactériophage Bxb1
Chez le bactériophage Bxb1, on retrouve le même type de régulation (Fig. 15). Le 
régulateur gp69, régule le promoteur lytique précoce Pleft, analogue au promoteur Pleft de L5, mais 
également le promoteur Pright qui n'est pas retrouvé chez L5. Trois sites de fixation de gp69 sont 
retrouvés au niveau des deux promoteurs, un des sites chevauchant la région –35 du promoteur Pleft, 
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Fig. 15: Organisation du génome des mycobactériophages L5 et Bxb1.
Localisation et orientation des sites de reconnaissance de gp71 sur le génome de L5 et de gp69 sur le 
génome de Bxb1. Les sites sont marqués (+) ou (–) en fonction de leur orientation par rapport au génome. Le 
sens de transcription est indiqué par les flèches noires horizontales.
D’après Mediavilla et al, Mol Mic, 2000
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comme dans le cas du phage L5, un autre chevauchant la région –10 du promoteur Pright, le 
troisième site étant situé à 79 pb en aval du point +1 de transcription du promoteur Pleft. Comme 
dans le cas de L5, gp69 régule faiblement (d'un facteur 2) sa propre transcription. Deux promoteurs 
P1 et P2 ont été identifiés en amont du gène 69 et un site opérateur de gp69 chevauche la région –35 
du promoteur P1. Le génome de Bxb1 contient 34 sites de fixation putatifs de gp69 (séquence 
asymétrique de 13 pb), répartis tout le long du génome, localisés dans de courtes régions 
intergéniques et situés dans une seule orientation par rapport au sens de transcription (Fig. 15) (Jain 
and Hatfull, 2000). 
 
L'ensemble de ces sites opérateurs pourrait jouer un rôle dans le contrôle de l'expression 
globale du génome phagique à l'état de prophage (Brown et al., 1997). La fixation du répresseur sur 
ses sites (seulement dans un sens par rapport au sens de transcription) exerce un fort effet polaire 
sur la transcription des gènes en aval (Brown et al., 1997). L'effet polaire observé pourrait être du à 
l'immobilisation ou à la dissociation du complexe de transcription induit lors de l'interaction du 
répresseur et de la polymérase. 
La présence de multiples sites de fixation du répresseur est également retrouvée chez les 
bactériophages Φc31 de Steptomyces cœlicolor (Smith and Owen, 1991), Φ105 de Bacillus subtilis 
(Chan and Lim, 2003) ou P1 de Salmonella (Lobocka et al., 2004). Les multiples sites de fixation 
du répresseur de P1 sont tous localisés au niveau de régions promotrices et donc influenceraient 
plutôt l'initiation de la transcription. Ceux de Φc31 sont localisés majoritairement aussi, dans des 
régions intergéniques bien que leur rôle dans le maintien de la lysogénie ne soit pas clair (Ingham et 
al., 1994; Wilson et al., 1995). 
 
2) Les bactériophages de Steptomyces: l'exemple de Φc31. 
Le bactériophage Φc31 est un bactériophage tempéré de Streptomyces cœlicolor. 
L'organisation globale des gènes de ce bactériophage ressemble à celle des mycobactériophages L5 
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λFig. 16: Comparaison de l'organisation du génome des bactériophage lambda, L5 et φc31. Le sens de 
transcription est indiqué par les flèches noires horizontales. Le répresseur est cerclé de bleu, le site attP de 
rouge et l’intégrase de vert.
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ou Bxb1 (Fig. 16): extrémités cohésives, regroupement des gènes précoces dans le bras droit et des 
gènes tardifs dans le bras gauche, présence d'une région de gènes non-essentiels (Smith et al., 
1999). Toutefois, tous les gènes de Φc31 sont transcrits dans le même sens (vers la droite en 
référence à la Fig. 16), à l'exception du gène 32, transcrit dans l'autre sens et exprimé au cours de la 
lysogénie (Smith et al., 1999). Tout comme pour L5, on ne retrouve pas la présence de promoteurs 
divergents typiques de lambda (Smith et al., 1999). 
La régulation de la transcription de Φc31 ne se fait pas comme celle de lambda ni 
comme celle du phage L5. Un seul régulateur est impliquée dans le choix lyse-lysogénie et dans le 
maintien de la lysogénie: le répresseur c. Toutefois, l'activité de ce répresseur est modulée par la 
présence de différentes protéines produites à partir du gène de ce répresseur. Ce régulateur est 
capable de se fixer à de multiples sites opérateurs (CIR) distribués tout le long du génome du phage, 
alors que λCI ne se fixe que sur deux sites opérateurs OL et OR. De même, la transcription des gènes 
lytiques précoces chez ce phage est régulée au niveau de nombreux promoteurs spécifiques d'une 
ARN polymérase du phage alors que la transcription des gènes précoces du phage lambda est 
régulée au niveau d'un nombre restreint de promoteurs PR et PL reconnus par l'ARN polymérase de 
l'hôte (Hartley et al., 1994). L'existence de régulateurs phagiques de type λCII ou λCIII n'a pu être 
mise en évidence (Sinclair and Bibb, 1988).  
 
a) Le répresseur
Le répresseur du bactériophage Φc31 est multiprotéique et l'expression du gène c 
conduit à la synthèse de trois protéines isoformes (de 74, 54 et 42 kDa) qui possèdent le même 
domaine C-terminal contenant un motif de liaison à l'ADN, mais des domaines N-terminaux 
différents (Fig. 17) (Smith and Owen, 1991). Les transcrits permettant la synthèse de ces protéines 
sont initiés à partir de deux promoteurs différents, cp1 et cp2 (Fig. 17) (Sinclair and Bibb, 1989; 
Smith and Owen, 1991). Un troisième promoteur, cp3, pourrait aussi intervenir pour la transcription 
de c42. Cependant, ce promoteur de faible activité, pourrait probablement nécessiter une activation 
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Fig. 17: Organisation et expression du locus c (Smith et al, Gene, 1992).
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par une protéine phagique. Le promoteur cp1 est localisé en amont du cadre ouvert de lecture du 
gène c et les promoteurs cp2 et cp3 sont localisés à l'intérieur de cette ORF (Fig. 17). L'induction, 
par la chaleur, d'un cycle lytique dans des lysogènes portant un gène cts entraîne l'augmentation des 
transcrits initiés à partir des trois promoteurs (Smith and Owen, 1991). 
 
b) Les promoteurs précoces du phage Φc31
Il existe deux types de promoteurs précoces chez le bactériophage Φc31: des 
promoteurs "très précoces" reconnus par l'ARN polymérase de l'hôte et des promoteurs précoces 
spécifiques du phage, qui seraient reconnus par une ARN polymérase phagique. Les promoteurs 
"très précoces" (cp1 et cp2 du gène c, intp de l'intégrase ou ap1) sont des promoteurs actifs 
immédiatement après induction des souches lysogènes pour Φc31, mais également en absence de 
tout gène phagique ou dans des souches non lysogènes. Les promoteurs spécifiques du phage ne 
sont exprimés qu'au cours des étapes précoces du cycle lytique et sont inactifs dans des souches non 
lysogènes ou lysogènes mais non induites (Ingham et al., 1993). 
Les promoteurs "très précoces" possèdent une région –10, proche de la séquence 
consensus, mais pas de région –35, ce qui semble être une caractéristique des promoteurs de 
Streptomyces (Janssen et al., 1989; Wilson et al., 1995). 
Les promoteurs spécifiques du phage sont caractérisés par la présence d'une 
séquence de 21 pb fortement conservée et directionnelle (position corrélée avec le sens de 
transcription), répétée 11 fois tout le long de la région précoce et tardive (Fig. 18) (Ingham et al., 
1993; Smith et al., 1999). Ces promoteurs seraient activés par une protéine d'origine phagique 
(Ingham et al., 1993), dont le gène serait transcrit à partir du promoteur très précoce ap1 par l'ARN 
polymérase de l'hôte immédiatement après induction. Toutefois, cet activateur phagique n'a pas 
encore été identifié précisément, même si ce facteur doit être le produit d'un des trois gènes 12, 13 
ou 14 transcrits à partir de ap1 (Fig. 18) (Wilson et al., 1995). 
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Fig. 18: Position des promoteurs du phage Φc31 sur le génome.
Les promoteurs "très précoces" sont représentés par des flèches vides, les promoteurs précoces spécifiques 
du phage sont représentés par des flèches noires et les terminateurs de transcription par des tiges-boucles.
D’après Smith et al, NAR, 1999
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Une carte des transcrits de la région précoce montre que de nombreux gènes 
pourraient être exprimés à partir des promoteurs spécifiques du phage. En effet, les transcrits 
identifiés dans la région précoce ont leur extrémité 5' cartographiée tout près des séquences 
conservées de 21 pb caractérisant ces promoteurs (Ingham and Smith, 1992; Ingham et al., 1993). 
Ces résultats suggèrent qu'une activation et/ou une dérépression de plusieurs de ces promoteurs se 
produirait après l'induction d'une souche de S. coelicolor lysogène pour le phage Φc31cts1 (Ingham 
and Smith, 1992). 
La dissémination de ces séquences régulatrices tout le long du génome pourrait 
limiter fortement toute possibilité de brassage de gènes en dehors des membres les plus proches de 
la famille de phages de Φc31 et l'évolution de ce phage ne serait pas réalisée à l'aide d'échange de 
modules selon le modèle de Campbell (Campbell, 1962). Cette hypothèse semble être en accord 
avec le fait que la composition en base de l'ADN de ce phage est très homogène tout le long de son 
génome contrairement à la discontinuité en contenu GC de beaucoup de phage lambdoïdes. 
 
c) Les séquences CIR
Une séquence de 20 pb contenant un palindrome parfait de 16 pb, appelée CIR 
(Conserved Inverted Repeats), est répétée 16 fois tout au long du génome de Φc31 (Fig. 19). Ces 
séquences seraient des sites de fixation du répresseur de Φc31 (Smith and Owen, 1991). Dans la 
région des gènes précoces, les sites CIR sont localisés dans des régions où la transcription est soit 
initiée, soit terminée, soit les deux (Ingham et al., 1994). Ces sites pourraient donc être impliqués 
dans la régulation de la transcription initiée au niveau des promoteurs précoces et/ou dans la 
régulation de la terminaison de la transcription. 
Les sites CIR1 et 2, localisés au niveau des promoteurs cp1 et cp2 (Smith and Owen, 
1991), sont des sites opérateurs pour le répresseur c. Une fois la lysogénie établie, les protéines c54 
et c42 sont capables de se fixer sur ces sites et de réguler ainsi l'expression du répresseur (Smith and 
Owen, 1991; Smith et al., 1992; Ingham et al., 1994). Le site CIR6 positionné au niveau du 
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Fig. 19: Position des séquences CIR de fixation du répresseur C du phage Φc31 sur le génome. Les 
séquences CIR sont représentées par des losanges noirs.
D’après Smith et al, NAR, 1999
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promoteur ap1en amont des gènes 12, 13 et 14, est impliqué dans le contrôle du cycle lytique par le 
répresseur c42 (Wilson et al., 1995). De plus, en se fixant sur CIR6, c42 permet la fixation 
coopérative d'un monomère de represseur sur CIR5, site adjacent de CIR6. Les autres sites CIR sont 
plutôt retrouvés au niveau des régions de terminaison de la transcription. Toutefois, seul le site 
CIR4 joue un rôle dans cette terminaison, ce site chevauchant un terminateur rho-indépendant 
(Ingham et al., 1994; Hartley et al., 1994; Ingham et al., 1995). 
Les sites CIR ont été retrouvés seulement chez les phages homoimmuns de Φc31 et 
chez Streptomyces ambofaciens DSM40697 un site CIR est localisé à coté du site attB d'intégration 
du plasmide pSAM2 (Ingham et al., 1994). Ces sites CIR semblent spécifiques du groupe de phages 
très proches de Φc31 car ils ne sont pas présents dans les génomes bactériens actuellement 
séquencés (Ingham et al., 1994). Bien qu'aucun rôle clair n'ait pu être mis en évidence, l'hypothèse 
d'un rôle des sites CIR dans l'évolution des phages par échanges de modules a été proposée mais cet 
échange serait limité au groupe de phages proches de Φc31. Dans ce cas, ces sites pourraient servir 
à délimiter des groupes de gènes qui pourraient être échangés entre phages. Ces sites permettraient 
que la recombinaison soit précise et que l'échange englobe l'ensemble des gènes impliqués dans une 
même fonction (Smith et al., 1999). 
 
d) Rôle des isoformes de répresseur et régulation du choix lyse-lysogénie
Le gène c est requis pour la maintenance de la lysogénie. En effet, le répresseur c42 
régulerait l'expression d'un activateur de transcription reconnaissant les promoteurs lytiques 
précoces spécifiques du phage. Cet activateur serait un des gènes 12, 13 ou 14 exprimés à partir du 
promoteur très précoce ap1 reconnu par l'ARN polymérase de l'hôte. Au cours de la lysogénie, le 
promoteur ap1, localisé à 21pb en aval de CIR6, est réprimé par la fixation du répresseur c42 sur ce 
site. Le répresseur de Φc31 réprime donc l'expression du facteur reconnaissant les promoteurs 
lytiques précoces spécifiques du phage (Wilson et al., 1995). Le répresseur c42 régule alors le 
développement lytique du phage Φc31. Le gène exprimé à partir de ce promoteur montre des 
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similarités avec des facteurs sigma, ce qui va dans le sens de la synthèse d'un facteur nécessaire 
pour la transcription des promoteurs spécifiques de Φc31. Il semble donc qu'une cascade 
transcriptionnelle régule le développement du cycle lytique ce qui ce rapproche du cas classique 
retrouvé chez le phage lambda. 
Une étude globale de l'expression des gènes après induction de souches lysogènes 
pour le phage Φc31 montre que les gènes précoces phagiques transcrits se trouvent entre le gène c 
et le site attP dans le bras droit du phage (Fig. 19). Cependant, un gène situé en amont du gène c est 
également exprimé de façon précoce et coderait pour une nucléotide kinase (Ingham and Smith, 
1992; Smith et al., 1992; Suarez et al., 1992). Dans les souches lysogènes pour ΦC31, aucun 
transcrit phagique n'est détecté (Sinclair and Bibb, 1989; Smith and Owen, 1991; Ingham and 
Smith, 1992; Suarez et al., 1992).  
La protéine de 74 kDa de Φc31 n'est pas nécessaire pour l'immunité à la surinfection, 
néanmoins, la protéine c42 n'est pas non plus suffisante pour conférer à elle seule, la résistance à la 
surinfection dans certaines circonstances, probablement liées à la présence de protéines répresseurs 
mutantes qui interagiraient avec c42 pour inhiber son activité (Smith and Owen, 1991). Une 
immunité complète requiert les protéines c54 et c42. La protéine c74 a un effet antagoniste à celui 
des deux autres protéines sur les promoteurs cp1 et cp2 et serait donc un antirépresseur alors que les 
protéines c54 et c42 seraient les vrais répresseurs (Smith et al., 1992). Le contrôle du choix lyse-
lysogénie se ferait alors, par la régulation différentielle de l'expression des différentes protéines. La 
protéine c74 est présente en faible concentration dans la souche lysogène, alors que la quantité de 
messager correspondant, est beaucoup plus importante, ce qui laisse envisager que cette protéine 
puisse être régulée post-transcriptionnellement. 
Les protéines c54 et c42 sont capables d'interagir ensemble pour former des 
complexes homotétramèriques ou hétérotétramèriques (Wilson and Smith, 1998). Chacune de ces 
protéines ne se fixe pas avec la même affinité sur les différents sites CIR (Wilson and Smith, 1998). 
Les isoformes ont donc des spécificités de fixation différentes pour leurs opérateurs et pourraient 
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jouer chacune des rôles différents dans la régulation de chacun des cycles lytique ou lysogénique, 
ou dans la régulation de la transcription que ce soit au niveau de l'initiation ou de la terminaison, en 
se fixant aux différents sites CIR distribués dans la région précoce ou tardive. Le répresseur c42 
semble plus sensible au contexte des sites CIR que ne l'est c54, ce qui expliquerait le fait qu'il ne 
soit pas capable de se fixer sur tout les sites CIR, la protéine c54 se fixant plus uniformément à ces 
sites, ce qui reflète une modulation de la fixation à l'ADN par ajout d'un domaine supplémentaire à 
la protéine (Wilson and Smith, 1998). 
 
 
Un des deux objectifs de ma thèse a été la caractérisation du commutateur génétique lyse-
lysogénie d’un bactériophage d'une bactérie lactique Lactobacillus delbrueckii. Cette étude 
s’inscrivait dans un cadre fondamental afin de regarder si le commutateur génétique de ce phage 
était conforme au modèle des bactériophages de Firmicutes ou si ce phage possédait un 
commutateur divergent de ce modèle. Lorsque mes travaux ont commencé, seul le commutateur du 
phage r1t de Lactococcus lactis était connu chez les phages de bactéries lactiques. Par la suite, des 
études détaillées réalisées chez d'autres phages de bactéries lactiques montraient que si 
l'organisation générale de ces commutateurs était conservée, les détails des mécanismes 
moléculaires qui présidaient à la régulation du choix lyse-lysogénie présentaient une grande 
diversité, ce qui laissait supposer que des caractéristiques originales pouvaient exister chez un 
phage (mv4) d'une espèce peu étudiée de bactérie lactique, Lactobacillus delbrueckii. Un des buts 
de notre étude sur le commutateur du bactériophage mv4 était de mettre en évidence son mode de 
fonctionnement et de montrer dans quell mesure ce commutateur se différenciait de ceux qui avait 
été étudiés en parallèle. 
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Le développement précoce des bactériophages tempérés dans une bactérie hôte est contrôlé par 
deux commutateurs : 
- un commutateur transcriptionnel qui contrôle l'expression des fonctions lytiques et 
lysogéniques et qui détermine le choix du cycle suivi par le phage 
- un commutateur de la recombinaison qui contrôle l'intégration et l'excision de l'ADN 
phagique dans et du chromosome bactérien. 
La coordination de ces deux commutateurs est nécessaire et indispensable pour aboutir à un 
cycle lytique fructueux ou à un état lysogène stable (Dodd et al., 1993). 
Après avoir consacré un chapitre au premier aspect de la lysogénie des bactériophages tempérés,  
la commutation lyse-lysogénie, je vais maintenant exposer le deuxième: le contrôle de l'événement 
d'intégration-excision qui est couplé à l’état de développement dans lequel se trouve le phage. Je 
focaliserai plutôt mon analyse sur les caractéristiques de la recombinaison excisive et le contrôle 
directionnel de la recombinaison spécifique de site. 
Je présenterai tout d’abord la recombinaison spécifique de site et les acteurs de cette 
recombinaison, puis je décrirai plus en détail la recombinaison intégrative et excisive du modèle 
lambda ainsi que les autres modèles de recombinaison spécifique de site et leur différences avec le 
modèle lambda. J'analyserai ensuite les propriétés des facteurs directionnels de la recombinaison et 
dans une dernière partie je m’attacherai à décrire les mécanismes régissant le contrôle directionnel 
de la recombinaison spécifique de site. 
 
B) Le contrôle directionnel de la recombinaison spécifique de site. 
De nombreux complexes spécifiques ADN-protéines jouent un rôle déterminant dans des 
processus cellulaires comme par exemple la réplication, la transcription, les systèmes de restriction-
modification ou la recombinaison spécifique de site ou homologue. Différents facteurs sont 
impliqués dans la formation de tels complexes dont le sur-enroulement de l'ADN, les courbures de 
l'ADN induites par des protéines, ou les interactions coopératives entre les protéines constitutives 
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du complexe. Dans certaines conditions, des structures d'ordre supérieur stabilisent les protéines 
impliquées dans un processus catalytique, dans une conformation appropriée pour une activité 
optimale. La formation de telles structures peut impliquer des protéines accessoires en plus des 
protéines responsables de l’activité catalytique. Les protéines accessoires de ces complexes peuvent 
également participer au contrôle du processus catalytique du complexe au cours du cycle cellulaire, 
en modulant l'activité du complexe et/ou sa formation par la variation de leurs concentrations 
relatives (Swalla et al., 2003). 
La recombinaison spécifique de site réalisée par le bactériophage lambda et d'autres éléments 
génétiques mobiles, est à la fois catalysée et régulée par de tels complexes appelés intasomes 
(Swalla et al., 2003). 
Le contrôle directionnel de la recombinaison permet de diriger l'évènement de recombinaison 
qui aura lieu entre le génome phagique et le chromosome bactérien, pour qu'il y ait couplage de cet 
événement avec la mise en place du cycle de vie choisi par le phage et compatibilité de ce cycle de 
développement avec un génome phagique libre ou intégré. Ce contrôle peut s'effectuer selon 
différentes modalités, mais la direction globale de l'événement de recombinaison sera finalement 
toujours compatible avec le cycle de vie développé par le phage quel que soit le mécanisme de 
contrôle utilisé. Ce contrôle doit donc être fortement régulé et pourra s'exercer à différentes étapes 
de la recombinaison. 
Les bactériophages contrôlent la direction de la recombinaison généralement en synthétisant un 
facteur directionnel de la recombinaison ou RDF, qui favorisera fortement la recombinaison 
excisive et inhibera la recombinaison intégrative pour que le prophage puisse s'exciser du 
chromosome bactérien et développer un cycle lytique. 
Chez le bactériophage λ, l’intégration et l’excision utilisent des interactions "clé et serrure" 
distinctes et mutuellement exclusive au cours de chaque type de réaction de recombinaison, 
permettant le passage du cycle lysogénique au cycle lytique et inversement. 
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Enfin, la direction de la recombinaison spécifique de sites ne peut être contrôlée que si cette 
recombinaison est unidirectionnelle, ce qui implique qu'elle ait lieu entre deux sites différents (de 
longueur différentes) contenant un certain degré d'asymétrie. En effet, cette asymétrie permet de 
distinguer le brin supérieur du brin inférieur dans la jonction de Holliday formée au cours de la 
recombinaison et donc de donner une direction aux réactions de recombinaison spécifique de site 
(Sadowski, 1986). 
La nécessité de la directivité de la recombinaison dans ces systèmes peut expliquer la 
complexité des systèmes de recombinaison au niveau de attP. 
 
I) La recombinaison spécifique de site 
La recombinaison spécifique de site est un mécanisme important pour l'échange génétique 
et est impliquée dans de nombreux processus cellulaires incluant la ségrégation des chromosomes, 
la régulation de gènes ou l'intégration et l'excision d'éléments génétiques mobiles (bactériophages, 
îlots de pathogénicité et éléments codant des gènes de résistance aux antibiotiques) (Thorpe et al., 
2000; Smith and Thorpe, 2002; Adams et al., 2004; Groth and Calos, 2004). Ce mode de 
recombinaison concerne des évènements programmés ou permettent une adaptation rapide au 
milieu environnant. 
La recombinaison spécifique de site est un processus entièrement conservatif : il n’y a ni 
dégradation ni synthèse d’ADN et cette réaction se déroule sans cofacteur énergétique (ATP). Les 
brins d'ADN sont coupés, non par une coupure endonucléotidique, mais par transfert de phosphate 
directement sur l'acide aminé catalytique de la recombinase pour former un intermédiaire covalent 
recombinase-ADN et libérer un groupement hydroxyl de l'ADN. Le même mécanisme est utilisé 
par les ADN topoisomérases (Grindley, 1997). 
La recombinaison spécifique de site implique l'échange réciproque entre deux sites d'ADN 
définis (Grindley et al., 2006). Dans une définition stricte, la recombinaison spécifique de site 
implique deux fragments d'ADN partenaires, une recombinase spécialisée responsable de la 
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Fig. 20: Les trois devenirs possible de la recombinaison spécifique de site.
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reconnaissance des sites et de la réaction catalytique ainsi qu'un mécanisme permettant la coupure 
et la ligature de l'ADN en conservant le lien phosphodiester énergétique (Grindley et al., 2006). La 
recombinaison spécifique de site peut conduire à trois types d'événements dépendants de 
l'orientation des sites parentaux recombinés: (i) l'intégration ou la formation de cointégrats si les 
deux sites sont sur des molécules (réplicons) différentes, (ii) l'excision ou la résolution si les sites 
sont sur la même molécule (réplicon) et en répétition directe et (iii) l'inversion de l'ADN si les sites 
sont sur la même molécule (réplicon) mais en répétition inverse (Fig. 20) (Hollis et al., 2003). 
 
1) Les partenaires de la recombinaison spécifique de site 
 
a) Les recombinases 
Les évènements de recombinaison spécifique de sites sont catalysés par des 
recombinases. Ces recombinases catalysent des réactions de recombinaison unidirectionnelle entre 
deux sites de reconnaissance courts, les sites d'attachements (att) (Groth and Calos, 2004). 
Cependant, certaines recombinases comme Cre du phage P1 et Flp du plasmide 2μm de la levure, 
peuvent catalyser des réactions de recombinaison bidirectionnelles (Biswas et al., 2005). Les 
recombinases impliquées dans ces mécanismes de recombinaison spécifique de sites appartiennent à 
deux familles de recombinases, les recombinases à tyrosine ou les recombinases à sérine. Ces 
recombinases sont distinctes de par leur séquence et leur structure, leur site catalytique et leur 
mécanisme réactionnel. Les systèmes de recombinaison mis en jeux par les deux types de 
recombinases peuvent potentiellement être impliqués dans tous les types de réarrangements décrits 
préalablement. 
 
• Les recombinases à tyrosine 
Les recombinases à tyrosine sont les plus nombreuses (plus de 300) et regroupent 
des intégrases de type lambda (λInt, pSAM2 Int), des résolvases (Cre, XerC/D), des invertases (Flp) 
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Fig. 21: Famille des recombinases à tyrosine: structure et mécanisme de recombinaison.
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et des transposases (Tn916 Int). Elles présentent peu d'homologie entre elles, excepté dans leur 
extrémité C-terminale contenant les domaines impliqués dans l'activité catalytique (Fig. 21B) 
(Nunes-Duby et al., 1998). 
La réaction de recombinaison impliquant des recombinases à tyrosine est 
caractérisée par la formation et la résolution d'un intermédiaire en jonction de Holliday (Fig. 21C). 
Cette réaction requiert quatre monomères de recombinases. Au cours de la réaction, le résidu qui 
réalise l'attaque nucléophile est une tyrosine conservée du motif signature RK(H/K)R(H/K)Y 
retrouvé chez les recombinases de cette famille. Les brins d'ADN sont clivés deux par deux, par 
deux monomères de recombinase. Ensuite, il y a isomérisation de la jonction de Holliday qui 
permet de rendre actifs les monomères de Int qui ne l'étaient pas et vice-versa. Et enfin, il y a 
résolution de l'intermédiaire par clivage et ligature des deux autres brins d'ADN. Cette réaction est 
réalisée sans cofacteur énergétique et c'est la liaison recombinase-ADN (phospho-tyrosine) qui 
contient l'énergie de la réaction. 
 
• Les recombinases à sérine 
La famille des recombinases à sérine regroupent de nombreuses protéines très 
hétérogènes par la taille qui peut aller de 180 à 800 acides aminés, mais aussi par l'organisation des 
domaines qui les composent, ces domaines pouvant être très variables (Fig. 22B). Cependant, tous 
les membres de cette famille possèdent le domaine catalytique contenant la sérine catalytique 
conservée (Fig. 22B). 
Les recombinases de cette famille se divisent en deux principales sous familles, les 
résolvases/invertases (γδ, Tn3) et les grandes recombinases à sérine ou intégrases à sérine (φC31, 
Tn4451).  
La réaction de recombinaison impliquant des recombinases à sérine se réalise via 
un mécanisme de cassures simultanées des quatre brins d'ADN par le résidu sérine de chacun des 
quatre monomères impliqués dans la réaction. Il y a ensuite rotation de 180° d'un des deux 
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Fig. 22: Famille des recombinases à sérine: structure schématique et mécanismes de recombinaison (d'après 
Grindley N, Current Biology, 1997). 
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complexes nucléoprotéiques comprenant deux demi sites par rapport à l'autre, puis ligature des 
brins d'ADN (Fig. 22C) [pour revue voir (Grindley et al., 2006)]. Cette réaction a lieu sans 
cofacteur énergétique. 
 
 Les résolvases - invertases 
Les recombinases les mieux caractérisées de cette famille sont les résolvases 
des transposons γδ et Tn3 impliquées dans la résolution de cointégrats, et les invertases Hin de 
Salmonella typhimurium impliquée dans la variation des antigènes de flagelle et Gin du 
bactériophage Mu impliquée dans la variation des fibres de queue. Les résolvases permettent 
normalement la recombinaison entre deux sites en répétition directe entraînant la délétion du 
fragment d'ADN situé entre les deux sites, et les invertases recombinent seulement les sites en 
répétition indirecte ce qui provoque l'inversion du fragment d'ADN contenu entre les sites. Ces 
recombinases sont capables de reconnaître l'orientation des sites en piégeant l'ADN dans des 
complexes synaptiques définis spécifiquement par la topologie (Stark and Boocock, 1995). 
 
 Les intégrases à sérine 
Les intégrases à sérine sont uniques parmi les recombinases à sérine du fait 
qu'elles utilisent deux substrats d'ADN simples mais différents (attB et attP) et qu'elles ne 
nécessitent pas de sites accessoires, ni de protéines additionnelles ou d'ADN surenroulé (Ghosh et 
al., 2005). Ces recombinases sont impliquées dans des évènements de transposition. Dans ce cas, la 
recombinase est alors suffisante pour intégrer et exciser le transposon sans facteur directionnel de la 
recombinaison (Tn4451, Tn5397). Lors du cycle phagique leur fonctionnement est similaire aux 
intégrases de type λ (φRv1, φC31, Bxb1). 
 
 33
GCCTGCTTTTTTATACTAACTTG
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Fig. 23: Représentation schématique des sites (cadre bleu) et de la séquence des sites de recombinaison reconnus par 
les recombinases à tyrosine (A) et à sérine (B). Pour chaque famille les sites (attB en rouge et attP en bleu) reconnus 
par les intégrases modèles (λ et Φc31) sont représentés en (a). De même, en (b) sont représentés les sites de la 
recombinase modèle Cre et de la résolvase modèle γδ.
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b) Les sites de recombinaison 
Dans la plupart des systèmes de recombinaison spécifique de site, la recombinaison a 
lieu à l’intérieur d’un court segment d’ADN, la séquence cœur, sur laquelle deux sous unités de 
recombinase se fixent en reconnaissant habituellement des séquences spécifiques ayant une 
symétrie inversée. 
Les recombinases à tyrosine (Cre, Flp, XerC/D) reconnaissent des sites d'ADN 
simples contenant deux séquences répétées inversées séparées par une région centrale de 6 à 8 pb où 
aura lieu l'échanges des brins (Fig. 23Ab). Cependant, on peut distinguer la famille des intégrases à 
tyrosine de type lambda qui elles, reconnaissent deux types de sites: le site attB de structure 
identique à celle des sites précédents, et attP de structure plus complexe (Fig. 23Aa). Les intégrases 
de type lambda ont la propriété de se fixer de façon bivalente et sont alors capables de reconnaître 
deux types de séquences par deux domaines différents de la protéine. Elles peuvent former avec 
l'aide de protéines accessoires des complexes d'ordre supérieur qui joueront un rôle important dans 
la direction de la recombinaison et dans l'adéquation des sites à recombiner. 
Les recombinases à sérine reconnaissent des sites courts (<50 pb) de structure 
simple, comportant deux séquences répétées inversées séparées par une région centrale très courte 
(2-4 pb) (Fig. 23Bb). Les grandes recombinases à serine reconnaissent aussi deux sites courts, attP 
et attB, mais ces sites contiennent deux séquences inversées imparfaitement répétées (Fig. 23Ba). 
Ces sites présentent une certaine asymétrie entre eux, qui serait reconnue par la recombinase pour 
former une synapse stable. En effet, ces recombinases sont capables de se fixer avec la même 
affinité à tous les sites d'attachement (attB, attP, attR et attL). Cependant, elles ne peuvent 
recombiner et former une synapse stable qu'avec le couple attP-attB (Thorpe et al., 2000; Smith et 
al., 2004a; Ghosh et al., 2005). Les sites hybrides, attL et attR, qui résultent de la recombinaison 
spécifique de site entre les sites attP et attB, ne présentent pas la même symétrie dans leur séquence 
que celle des sites parentaux. La recombinase serait capable de reconnaître cette asymétrie de 
séquence au sein des différents sites et se fixerait alors de manière différente sur chacun d'eux. 
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D'après Landy 1989
Int
IHF
Xis
FIS
Int
IHF
intégration excision
ADN
phagique
attP
Chromosome bactérien
attB
int
ADN
phagique
int
attL
attR
Fig. 24: La recombinaison spécifique de site du phage lambda
A représentation schématique de l'intégration et de l'excision du phage lambda dans et du chromosome d'E. coli.
B Représentation schématique de la structure de la recombinase Int du phage lambda.
C Représentation schématique des sites de recombinaison attP, attB, attR et attL contenant tous les sites de fixation des 
différentes protéines impliquées dans la recombinaison spécifique de site du phage lambda.
Les sites exclusivement impliqués dans la recombinaison intégrative sont indiqués en bleu et ceux de la recombinaison 
excisive le sont en rouge.
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Chaque site de fixation pourrait ainsi induire un changement de conformation de la recombinase 
[cas de Bxb1, (Ghosh et al., 2005)] ou du site d'attachement, conduisant à une conformation 
spécifique du couple recombinase-site, et alors seules les conformations spécifiques sur attP et sur 
attB auraient l'interface complémentaire nécessaire pour former un complexe synaptique stable en 
absence de toute autre protéine accessoire (Ghosh et al., 2005; Grindley et al., 2006). 
 
c) Les étapes de la recombinaison spécifique de site 
Le processus de recombinaison se déroule en plusieurs étapes. Tout d'abord, la 
recombinase et les protéines accessoires, s'il y en a, se lient aux deux sites de recombinaison et 
forment l'intasome. Les deux sites fixés aux différentes protéines s'assemblent ensuite, pour former 
un complexe synaptique où les régions d'échanges des brins seront juxtaposées. La recombinase 
catalyse alors la coupure, l'échange des brins et la ligature de l'ADN au sein du complexe 
sypnatique. Enfin, le complexe synaptique se dissocie et libère les produits de recombinaison. 
La réaction de recombinaison est une réaction de transestérification qui s’effectue 
sans cofacteurs énergétiques en une seule étape ou en deux (Fig. 21C et 22C). 
 
2) La recombinaison spécifique de site : le modèle lambda 
Le bactériophage lambda est capable de s’intégrer et de s’exciser dans et du 
chromosome d’Escherichia coli par un mécanisme de recombinaison spécifique de site (Fig. 24A). 
L'intégration du phage et l'excision du prophage sont catalysées par deux jeux non équivalents de 
protéines et la direction générale de la recombinaison en est donc régulée (Bushman et al., 1984; 
Bushman et al., 1985). Ces deux jeux distincts de protéines agissent sur différents sites de fixation 
ce qui implique que les deux réactions ne sont pas l’inverse l’une de l’autre. 
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a) La recombinase Int
L'intégrase Int est une recombinase à tyrosine de 356 acides aminés qui a la propriété 
de se fixer de façon hétérobivalente sur le site attP. Cette fixation fait intervenir deux domaines 
différents de la protéine. Le domaine N-terminal comprend les 70 premiers acides aminés et 
interagit avec les sites bras, sites de haute affinité éloignés de la région d'échanges des brins d'ADN. 
C’est aussi le domaine des intéractions homomériques entre protomères de Int mais également des 
interactions hétéromériques de Int avec le domaine C-terminal de Xis (Sarkar et al., 2002; Cho et 
al., 2002; Swalla et al., 2003; Warren et al., 2003). Ce domaine seul montre les mêmes propriétés 
que la protéine entière pour la fixation à l'ADN et pour les interactions protéine-protéine (Sarkar et 
al., 2002). Le domaine C-terminal comporte deux sous domaines distincts, le sous domaine 
comprenant les acides aminés 70 à 169 permet la fixation de Int aux sites cœur, sites de faible 
affinité proches de la région d'échanges des brins d'ADN, et le sous domaine C-terminal qui est le 
domaine catalytique (Fig. 24B). Sa propriété de fixation bivalente joue un rôle essentiel dans la 
formation des complexes nucléoprotéiques sur les sites de recombinaison. Cependant, chez le phage 
lambda, la recombinase seule ne peut pas entraîner la formation de tels complexes et nécessite la 
présence de protéines accessoires capables de courber l'ADN afin de rapprocher les sites bras des 
sites cœur de fixation de Int. 
 
b) La recombinaison intégrative
La recombinaison intégrative a lieu entre deux sites d'attachement, le site 
d'attachement phagique attP et le site d'attachement bactérien attB. La recombinaison entre ces 
deux sites aboutira à deux sites hybrides, les sites jonctions attR et attL. Cette réaction nécessite au 
moins la recombinase Int codée par le phage, et une protéine accessoire le facteur d'hôte IHF 
(Integration Host Factor) (Fig. 24A, C). 
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Fig. 25: A Formation de l'intasome sur le site attP du phage λ. Occupation des sites sur attP lors de la recombinaison 
intégrative. 
B Complexe synaptique d'intégration attP/attB du phage λ. Modélisation tridimentionnelle du complexe synaptique et 
schématisation de ce complexe.
C Mécanisme d'échange des brins lors de la recombinaison intégrative.
Moitoso de Vargas and Landy, PNAS, 1991
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La recombinase Int, en présence du facteur IHF [qui courbe l'ADN de plus de 140° à 
chaque site (Thompson and Landy, 1988)], catalyse la recombinaison entre les sites attP et attB 
qu'ils soient directement ou inversement orientés (Mizuuchi et al., 1980; Pollock and Nash, 1983).  
Certains des sites de fixation localisés sur le site attP sont utilisés exclusivement 
pour l'intégration (P1, P'3, H1) ou pour l'excision (P2, P'1) (Fig. 24C) (Moitoso de Vargas and 
Landy, 1991). 
 
• Le complexe formé sur attP 
Le site attP est le site le plus complexe des sites de recombinaison. En effet, il 
compte treize sites de fixation (Fig. 25A) et interagit avec quatre protéines différentes. Parmi les 
treize sites de fixation, on trouve cinq sites bras (P1, P2, P'1, P'2, P'3), sites de haute affinité 
interagissant avec le domaine N-terminal ("arm-binding domain") de la recombinase et deux sites 
cœur (C, C') site de faible affinité interagissant avec le domaine central ("core-binding domain") de 
la recombinase (Fig. 24B). On trouve également trois sites de fixation pour le facteur d'hôte IHF 
(H1, H2, H'), deux sites de fixation du facteur directionnel de la recombinaison Xis (X1, X2) et un 
site de fixation pour le facteur FIS (Factor for Inversion Stimulation) (F). 
Le complexe formé sur attP au cours de la recombinaison intégrative, appelé 
intasome, est formé par l'assemblage de quatre monomères de recombinase et du facteur IHF. Trois 
monomères de recombinase sont fixés aux sites bras P1, P'2 et P'3 et un autre est fixé sur le site 
cœur C (Fig. 25A). Deux molécules de IHF sont fixés aux sites H' et H1. La fixation du facteur IHF 
sur le site H' entraîne la courbure de l'ADN et augmente la fixation de la recombinase sur le site 
cœur C' une fois celle-ci fixée sur le site bras P'2 (Moitoso de Vargas et al., 1989). La fixation de 
IHF au site H1 courbe l'ADN qui entraine le rapprochement du monomère d'intégrase fixé sur le 
site P1 de celui fixé sur le site P'3 (Fig. 25A). 
La fixation du facteur IHF sur le site H' est requise pour induire une courbure et 
stabiliser une boucle d'ADN dont la taille et la stabilité sont déterminées par la distance et les 
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Fig.  26: Excision du bactériophage lambda.
A Schématisation de l'excision di bactériophage l.
B Réaction de recombinaison excisive entre les sites attL et attR catalysée par λInt (D'après Van Duyne
G, current Biology, 2005). 
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séquences spécifiques reconnues par les domaines de fixation à l'ADN de la recombinase (Moitoso 
de Vargas et al., 1989). 
 
• La synapse attP-attB 
Le site attB contient deux sites cœur de fixation de la recombinase, B et B', mais la 
recombinase seule ne peut pas se fixer de façon stable sur le site attB (Richet et al., 1988). 
La synapse désigne l'interaction qui a lieu entre le site attB et l'intasome formé sur 
attP. Pour que la recombinaison ait lieu, il est nécessaire que les sites attP et attB soient positionnés 
correctement l'un par rapport à l'autre, et que les monomères de recombinase soient fixés au niveau 
des séquences cœur de ces deux sites. Les deux sites cœur sont absolument requis pour une capture 
efficace du site attB et pour un assemblage correct de la synapse (Patsey and Bruist, 1995). 
L'assemblage de cette synapse (Fig. 25B) ne dépend pas de l'homologie de séquence qui peut 
exister entre les deux sites mais est dirigée seulement par des interactions protéine-protéine ou 
protéine-ADN (Richet et al., 1988). La synapse attP/attB se forme par collision aléatoire entre les 
deux sites (Richet et al., 1988). Les sites attB et attP ont en commun la région cœur (région 
COC'/BOB' Fig. 24C) et l'échange des brins d'ADN se fait au niveau de cette région cœur plus 
particulièrement dans la région O (Fig. 24C). 
 
c) La recombinaison excisive
La recombinaison excisive a lieu entre les sites jonctions hybrides attR et attL et 
nécessite la présence de la recombinase et de facteurs accessoires: les facteurs d'hôte IHF, FIS et le 
facteur directionnel de la recombinaison codé par le phage Xis (Fig. 26). La recombinaison excisive 
implique la juxtaposition spécifique et efficace de deux complexes nucléoprotéiques d'ordre 
supérieur formés sur les sites attR et attL. Ces deux complexes se trouvent éloignés l'un de l'autre 
sur le chromosome (Kim and Landy, 1992). 
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Fig. 27: La recombinaison excisive du phage lambda
A Complexe formé sur le site attL.
B Complexe formé sur le site attR.
C Assemblage du complexe synaptique d'excision.
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En présence du facteur IHF, les monomères de recombinase Int sont capables de 
former un complexe stable sur les sites attP et attL mais pas sur les sites attR et attB. Alors qu'en 
présence du RDF Xis, Int est capable d'assembler un complexe stable sur le site attR (Better et al., 
1983). Néanmoins, il a été montré qu'en présence du facteur IHF et en absence de Xis, Int permet la 
recombinaison excisive mais seulement quand les sites attR et attL sont en orientation directe alors 
qu'elle ne le peut pas quand ces sites sont en orientation opposée. Par contre, en présence de Xis, 
l'orientation des sites n'a plus d'influence sur la recombinaison (Craig and Nash, 1983) 
Une étude de la recombinaison excisive en molécule unique ("single molecule") 
vient de paraître et donne une vision complémentaire des travaux réalisés jusqu'à ce jour quant à 
l'assemblage des complexes sur les sites attL et attR ainsi que sur la formation de la synapse 
attL/attR et la réaction de recombinaison (Mumm et al., 2006). 
 
• Le complexe formé sur attL  
Le site attL du phage lambda possède six sites de fixation, deux sites cœur (B, C') 
et trois sites bras de fixation de la recombinase (P'1, P'2, P'3), et un site de fixation du facteur IHF 
(H'). C'est le site le plus simple qui permet la fixation de la recombinase Int avec une forte affinité. 
Cette affinité est due aux trois sites bras qui se trouvent répétés en tandem sur attL (bras P'). Le 
complexe formé sur attL est le plus élémentaire des complexes assemblés sur les différents sites 
d'attachement. En effet, attL n'interagit qu'avec deux types de protéines, la recombinase Int et le 
facteur d'hôte IHF, et le complexe formé sur ce site ne contient qu'une seule protéine de courbure 
contrairement au complexe formé sur le site attR (Fig. 27). De plus, le site attL n'a pas besoin d'être 
surenroulé contrairement au site attP, et a la capacité d'interagir fortement avec Int contrairement au 
site attB (Kim et al., 1990). Le complexe assemblé sur attL contient trois monomères de 
recombinase fixés sur les sites bras P'1, P'2 et sur le site cœur B (Fig. 27A). La recombinase Int est 
stabilisée de trois manières au sein de ce complexe: la première est réalisée via la propriété de 
bivalence de la recombinase Int qui permet le pontage entre un site bras et un site cœur (P'1-NIntC-
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C'), la seconde se fait par l'interaction directe de Int avec un site de forte affinité sur l'ADN (NInt-
P'2) et enfin la dernière dépend d'interactions coopératives protéine-protéine et de la fixation à un 
site de faible affinité (IntC-B) (Kim et al., 1990). Les sites P'1 et C' sont trop près l'un de l'autre pour 
pouvoir former une boucle intrabrin par l'intermédiaire de la recombinase Int sans que l'ADN soit 
activement courbé. Cette interaction nécessite donc la fixation du facteur IHF au site H'. 
 
• Le complexe formé sur attR  
Un complexe stable n'est formé sur le site attR qu'en présence de la recombinase 
Int et du facteur Xis.  
Le site attR possède sept sites de fixation pour quatre types de protéines. 
L'intasome formé sur ce site est plus complexe que celui formé sur attL puisqu'il fait intervenir un 
nombre plus important de protéines différentes (Fig. 27B). Le complexe formé sur attR fait 
intervenir trois monomères de Int et les facteurs Xis, FIS et IHF. Un monomère de Int est fixé sur le 
site P2 et est stabilisé par des interactions protéine-protéine avec Xis fixé sur X1 et X2, et deux 
autres monomères sont fixés sur les sites cœur B' et C et sont stabilisés par des interactions 
protéine-protéine entre monomères de Int (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). Les monomères 
de Int fixés sur le site attR ne créent aucun pontage entre les sites bras et les sites cœur, ce qui 
pourrait expliquer l'instabilité de ce complexe en absence de Xis. 
Le facteur FIS se fixe sur le site F (chevauchant X2) lorsque la concentration 
intracellulaire de Xis est trop faible pour pouvoir se fixer sur le site X2. Dans ce cas, FIS a un rôle 
équivalent à celui de Xis (Thompson et al., 1987). 
 
• La synapse attR-attL  
L'assemblage de la synapse attR-attL est facilité par le jeu des domaines de 
fixation de la recombinase disponibles dans chacun des complexes formés sur attR et sur attL (Fig. 
27C). L'assemblage permet alors le pontage entre le site P2 de attR avec le site cœur B de attL et un 
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autre entre le site P'2 de attL et le site cœur C de attR (Moitoso de Vargas and Landy, 1991; Kim 
and Landy, 1992). L'assemblage du complexe formé sur le site attR avec celui formé sur attL ne 
peut se faire qu'en présence de Int et Xis (et/ou FIS) (Better et al., 1983). 
 
d) Les synapses non conventionnelles
Int est capable aussi de catalyser des réactions de recombinaison bidirectionnelle 
entre des paires de sites attP ou attL, en plus de la recombinaison intégrative ou excisive 
unidirectionnelle (Echols, 1970; Guarneros and Echols, 1973). Des synapses attP/attP, attP/attL et 
attL/attL peuvent être formés par l'intermédiaire de Int et en absence de toute autres protéines 
accessoires in vitro (Segall and Nash, 1993). Dans ce cas, attP ou attL doivent contenir à la fois des 
sites bras de forte affinité et des sites cœur de fixation de la recombinase. Le bras P' semble alors 
important pour permettre l'assemblage de monomères de Int de façon à ce que les interactions 
nécessaires au pontage soient renforcées (Segall and Nash, 1993). Le site P'1, situé le plus près du 
site cœur, s'avère essentiel pour la formation de ces complexes. Cependant, la présence de ce seul 
site ne suffit pas pour que de tels complexes se forment (Segall and Nash, 1993). La formation de 
ces complexes non conventionnels semble sensible à la conformation de l'ADN. De plus, ces 
complexes sont peu actifs en recombinaison. In vivo, l'efficacité de recombinaison entre des sites 
attL dans une souche IHF- est de 5-10%, et dans une souche IHF+ de 50-70% ce qui est alors 
comparable aux efficacités des réactions d'intégration ou d'excision (Kikuchi et al., 1985). Cette 
recombinaison est dépendante du facteur IHF mais indépendante du facteur Xis. L'architecture 
du/des sites attL impliqués dans cette réaction est distincte de celle de ce site dans les autres 
réactions de recombinaison (Segall and Nash, 1996). En effet, le site attL peut prendre trois 
conformations différentes en fonction de l'occupation des sites P'1 et/ou H', qui le guideront vers 
trois voies de recombinaison. Quand les sites P'1 et H' sont occupés, le site attL peut interagir et être 
recombiné avec le site attR. Par contre, quand le site P'1 est vacant, et que IHF est fixé au site H', le 
site attL ne peut pas interagir avec le site attR mais est capable d'être recombiné efficacement avec 
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Elément 
génétique 
Type 
d'élément 
génétique 
Hôte attP min 
attB 
min
Localisation 
de attB Recombinase
Type 
intégrase 
Famille 
intégrase RDF
Famille 
RDF Ref 
lambda phage Escherichia coli 235 23 intergénique 356 Tyr lambda 72 lambda 159 14 120 
HK022 phage Escherichia coli    357 Tyr lambda 72 lambda 227 
P21 phage Escherichia coli 366/418  gène icd  Tyr lambda 78 lambda 220 
HP1 phage Haemophilus influenzae 418 18 ARNt
leu 337 Tyr P2 79 HP1 71 80 
P2 phage Escherichia coli   intergénique 337 Tyr P2 91 P2 
233 70 
231 
232 
186 phage Escherichia coli   ARNtiso 336 Tyr P2 87  58 80 107 
φ80 phage Escherichia coli    338/416 Tyr Φ80 65  128 127 
P22 phage Escherichia coli 260 27 ARNtthr 387 Tyr P22 116 P22 
128 
199 
133 
φ16-3 phage Rhizobium meliloti   ARNtpro 371 Tyr  140  189 165 
L5 phage Mycobacterium smegmatis 240 29 ARNt
gly 371 Tyr FRAT1 56 L5 
129 
123 
124 
168 
169 
L54a phage Staphylococcus aureus 235 27 gène egh 354 Tyr LC3 59 L54a 
229 
121 
φ11 phage Staphylococcus aureus    348 Tyr Φ11 66  
228 
122 
TP901-1 phage Lactococcus lactis 56 43 gène inconnu 485 Ser  64  32 
Bxb1 phage Mycobacterium smegmatis 48 38 gène groEL1 500 Ser  255  
78 
79 
φRv1 Elément Prophage-like 
Mycobacterium 
tuberculosis 52 40 
gène 
Rv1587c 469 Ser  73  18 
SgiI prophage Salmonella enterica   thdF 405 Tyr  122 SLP1 
27 
26 
62 
pSAM2 Plasmide Streptomyces ambofaciens  26 ARNt
pro 388 Tyr  62 pSAM2
24,178 
148 
177 
pSE211 Plasmide Saccharopolyspora erytraea   ARNt
phe 437 Tyr pSE 98 pSAM2 108 33
SLP1 Plasmide Streptomyces coelicolor  <50 ARNt
tyr 455 Tyr P4 61 SLP1 30 125217 
Tn916 Transposon Enterococcus faecalis    405 Tyr Tn916 67 Tn916 144 
Tn1545 Transposon Streptococcus pneumoniae    405 Tyr Tn916 67 Tn916 171 
Tn5276 Transposon Lactococcus lactis    379 Tyr LC3 68 Tn5276 176 
CTnDOT Transposon Bacteroides    411 Tyr  695  143 50 
Tn4555 Transposon Bacteroides fragilis    372 Tyr   SLP1 211 
fdxN Elément chromosomique Anabaena    514 Ser  
137 
111  46 
 
Tableau 2:  Principales caractéristiques des éléments constitutifs des systèmes d'intégration – excision de 
différents éléments génétiques mobiles. 
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un autre site attL. Enfin, lorsque le site P'1 est occupé et que le facteur IHF n'est pas fixé à H', le site 
attL ne peut toujours pas interagir avec le site attR et peut être recombiné seulement très 
inefficacement avec un autre site attL (Segall and Nash, 1996). 
 
3) Les autres modèles de recombinaison spécifique de site 
La recombinaison spécifique de site d'autres éléments génétiques mobiles a été 
amplement étudiée, notamment dans le cas des transposons conjugatifs Tn916 (Poyart-Salmeron et 
al., 1989; Lu and Churchward, 1994; Taylor and Churchward, 1997) et CTnDOT (Cheng et al., 
2000; Cheng et al., 2002; Malanowska et al., 2006), du plasmide intégratif pSAM2 (Boccard et al., 
1989; Mazodier et al., 1990; Martin et al., 1991; Raynal et al., 2002) ou du transposon mobilisable 
Tn4451 (Adams et al., 2004; Lyras et al., 2004; Lucet et al., 2005; Adams et al., 2006). Cependant, 
je me limiterai à la description des mécanismes impliquant les recombinases de bactériophages et 
les recombinases à tyrosine modèles Cre, Flp et XerC/D. 
Les mécanismes de recombinaison impliquant des recombinases à tyrosine ou à sérine 
d'autres familles de bactériophages ont été également largement caractérisés, que ce soit au sein des 
bactériophages de bactéries Gram négatives ou Gram positives (voir synthèse tableau 2). Les 
mécanismes de recombinaison de ces bactériophages sont comparables à celui du bactériophage 
lambda sauf dans le cas de ceux impliquant des recombinases à sérine. 
La recombinase Cre permet de résoudre les formes multimériques du génome du phage 
P1 en recombinant les sites cibles loxP (Austin et al., 1981); la recombinase Flp permet d'inverser 
la moitié du plasmide 2μm de S. cerevisiae en agissant au niveau des sites FRT (Andrews et al., 
1985); et le système XerC/D d'E. coli permet de résoudre des dimères de chromosome ou des 
formes multimériques plasmidiques (ColE1 ou pSC101) en assurant la recombinaison entre les sites 
dif, cer ou psi respectivement (Summers and Sherratt, 1984; Blakely et al., 1993). Ces 
recombinases appartiennent à la famille des recombinases à tyrosine comme λInt, mais 
contrairement à λInt, elles réalisent un évènement de recombinaison entre deux sites identiques 
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Fig. 28: Représentation schématique des mécanismes de recombinaison intégrative des phages HP1, L5 et Bxb1. 
Bxb1
HP1
Synapse attP/attB
Complexe formé sur attP
L5
D’après Pena et al, J. Mol. Biol., 1997
D’après Hakimi et al, J. Biol. Chem, 1994
D’après Ghosh et al, J. Mol. Biol., 2005
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contenant un seul type de séquence de fixation des recombinases. La structure de ces sites est 
équivalente à celle du site attB de lambda (Fig. 23). Le mécanisme de recombinaison mis en œuvre 
par ces recombinases est similaire à celui de λInt. 
La recombinase L5-Int tout comme celle du phage HP1, possède la même propriété 
d'hétérobivalence que λInt (Hakimi and Scocca, 1994; Pena et al., 1997). Chez le phage L5, la  
synapse intégrative n'est cependant pas tout à fait identique à celle du phage λ. En effet, dans le cas 
du phage L5, la formation d'un complexe sur le site attP par la fixation de deux monomères de Int 
sur les sites bras P1/P2 permet le recrutement de attB pour former le complexe synaptique II (Fig. 
28). Parallèlement un complexe appelé intasome-P est formé sur le site attP par la fixation de deux 
monomères de Int sur les sites bras P4/P5 en présence de mIHF. L'ensemble de ces deux structures 
vont permettre de former le complexe synaptique I qui nécessite la fixation de facteur mIHF 
supplémentaire pour obtenir une synapse apte à la recombiaison (Fig. 28). 
La recombinaison spécifique de site des bactériophages possédant des intégrases à sérine 
est différente dans la formation des complexes synaptiques de recombinaison et par le mécanisme 
de recombinaison mis en œuvre. Tout comme les recombinases modèles Cre ou Flp, les intégrases à 
sérines reconnaissent des sites courts sur lesquels ne peuvent se fixer que les monomères 
d'intégrase. Mais contrairement aux recombinases Cre et Flp, bien que que ces intégrases puissent 
de se fixer avec la même affinité sur les sites attB, attP, attR et attL, elles sont uniquement capables 
de catalyser la réaction de recombinaison intégrative entre les site attP et attB (Smith et al., 2004b; 
Ghosh et al., 2005) (Fig. 28). 
 
II) Les facteurs directionnel de la recombinaison spécifique de site 
Une des propriétés des recombinases spécifique de site est de contrôler la directivité de la 
recombinaison (Thorpe et al., 2000). Un contrôle strict de ces évènements prévient des 
réarrangements indésirables et permet une commutation efficace entre deux styles de vie. Ce 
contrôle est assuré par des facteurs directionnel de la recombinaison. 
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Les facteurs directionnel de la recombinaison, RDF, ou excisionases, sont des petites 
protéines accessoires variées (taille moyenne ~80 aa), se liant à l'ADN et influençant la 
recombinase qui leur est associée, dans le choix des substrats à recombiner. Ces facteurs ont été 
décrits comme typiquement associés aux systèmes de recombinaison spécifique de site des 
bactériophages (Nash, 1981), mais ils sont également retrouvés associés aux autres systèmes de 
recombinaison spécifique de site incluant les systèmes associés aux transposons [Tn916, (Rauch 
and de Vos, 1994)], aux îlots génomiques [Sgi1, (Doublet et al., 2005)] ou aux éléments 
mobilisables [pSAM2, (Martin et al., 1991)] (Tableau 2) (Lewis and Hatfull, 2001). 
 
1) Les facteurs directionnels des recombinases à tyrosine 
Les recombinases à tyrosine sont fréquemment associées à des facteurs directionnel de la 
recombinaison, notamment lorsque ces recombinases sont associées aux systèmes de recombinaison 
phagiques. Cependant, certaines recombinases à tyrosine peuvent effectuer seule des réactions de 
recombinaison bidirectionnelle: c'est le cas des recombinases des intégrons (IntI), et des 
recombinases à tyrosine modèles Cre et Flp. Cependant, Paul et Summers (Paul and Summers, 
2004) ont montré qu'in vivo, les protéines accessoires ArgR et PepA sont requises pour un maintien 
stable du prophage P1 dans la cellule et pour diriger la recombinaison dépendante de Cre vers la 
résolution des multimères de phages. 
De façon générale les facteurs directionnel de la recombinaison associés aux 
recombinases à tyrosine, reconnaissent et se fixent à des séquences accessoires localisées sur un ou 
les deux sites de recombinaison à une certaine distance de la région d’échanges des brins. Ils 
entraînent généralement une courbure de l’ADN qui influence la formation de complexes et de 
structures permettant de diriger la recombinaison dans un sens, la formation de telles structures 
étant inhibitrices de la réaction de recombinaison inverse. 
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Fig. 29: Organisation du module d'intégration-excision des éléments génétiques mobiles dont les différents éléments 
impliqués dans la recombinaison spécifique de site ont été caractérisés expérimentalement. Les flèches indiquent le 
sens de transcription des gènes. (S) et (Y) indiquent s'il s'agit d'une recombinase à sérine ou à tyrosine respectivement.
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2) Les facteurs directionnels des recombinases à sérine 
Les intégrases à serine sont aussi associées à des facteurs directionnels de la 
recombinaison. Le premier d'entre eux a été identifié chez le bactériophage TP901-1 de 
Lactococcus lactis (Breuner et al., 1999), mais depuis d'autres RDF ont été carctérisés chez les 
mycobactériophages phiRv1 (Bibb et al., 2005) et Bxb1 (Ghosh et al., 2006). Ces RDF ont 
habituellement une taille similaire à celle des RDFs associés aux recombinases à tyrosine mais ces 
facteurs peuvent être beaucoup plus long comme dans le cas du RDF de Bxb1 (255 aa) (Ghosh et 
al., 2006). Des intégrases à sérine associées à certains transposons sont également capables de 
catalyser seule la recombinaison excisive et intégrative (Tn4451, Tn5397). Les intégrases à serine 
interagissent avec deux sites de taille réduite (~50 bp) et seule la recombinase qui catalyse la 
réaction d'échanges des brins d'ADN peut interagir avec ces sites. Les RDF ne peuvent donc pas 
agir en se fixant directement sur les sites mais plutôt en interagissant directement avec la 
recombinase au niveau du complexe formé sur les sites d'attachements (Bibb et al., 2005; Ghosh et 
al., 2005; Ghosh et al., 2006). 
 
3) L'organisation du module d'intégration-excision 
Dans la majorité des systèmes de recombinaison spécifique de site, les gènes int-xis et le 
site attP sont regroupés dans un même module (Fig. 29). Dans certains cas (P2, TP901-1) le gène 
du RDF n'est pas retrouvé à proximité du gène int mais fait parti de l'opéron lytique alors que int est 
dans l'opéron lysogénique. Cette organisation définie alors une deuxième classe de RDF pouvant 
être subdivisée en deux sous familles. La première sous famille regroupe les EGMs dont le RDF est 
de type P2. Dans ce cas, le RDF joue un autre rôle que celui de facteur directionnel de la 
recombinaison: il est également le régulateur transcriptionnel du commutateur génétique entre cycle 
lytique et cycle lysogénique. La seconde sous famille regroupe les EGMs dont le RDF est de type 
TP901-1 et dans ce cas les fonctions de RDF et de régulateur transcriptionnel des fonctions 
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Fig.  30: Rôle de λXis dans le contrôle directionnel de la recombinaison. A La fixation de λXis sur X1 et X2 provoque 
une courbure de 140° de l'ADN de attR. B L'interaction coopérative de Xis et Int favorise la fixation de Int sur le site 
bras P2. C Xis inhibe la réaction de réintégration qui pourrait avoir lieu après l'excision à partir du site attP néoformé
en empêchant la fixation de Int sur le site bras P1.
P2X1
D'après Swalla et al, Mol Microbiol.,  2003 
B
Moitoso de Vargas and Landy,  PNAS, 1991
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B'attR
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IHF
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X2
H2
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D'après Kim et al , Cell, 1990; Kim and Landy, Science, 1992
INTRODUCTION   
précoces lytiques et lysogéniques sont séparées et remplies par deux protéines distinctes dont les 
gènes font partis de l'opéron précoce lytique. 
L'organisation du module d'intégration/excision des différents systèmes n'est pas 
corrélée au type de recombinase qui lui est associé, ni à l'hôte du bactériophage ou du transposon 
auquel il appartient . (Fig. 29) 
 
III) Les mécanismes impliqués dans le contrôle directionnel de la recombinaison 
La recombinaison spécifique de site est majoritairement directionnelle. La direction de la 
recombinaison est finement régulée et est contrôlée par les facteurs directionnel de la 
recombinaison. 
La contribution de différentes protéines et sites de fixation sur l’ADN détermine non 
seulement quand aura lieu la recombinaison, mais aussi dans quelle direction elle se fera et à quelle 
vitesse elle ira (Esposito et al., 2001). 
La nécessité d’interactions d’ordre supérieur représente un niveau supplémentaire de 
régulation assurant que la recombinaison n’aura lieu qu’au bon moment entre les bons sites et dans 
la bonne direction. 
 
1) Le phage lambda 
La recombinaison spécifique de site du bactériophages lambda et des phages lambdoïdes 
est directionnelle et la direction est dépendante du facteur Xis aussi appelé excisionase. Ce facteur 
contrôle le sens de la recombinaison par deux mécanismes: il active la recombinaison excisive et il 
inhibe la recombinaison intégrative. Xis active la recombinaison excisive par deux moyens: (i) il 
joue un rôle architectural en se fixant à l'ADN du site d'attachement attR (X1 et X2) et en courbant 
celui-ci de ~140° (Fig. 30A) (Yin et al., 1985; Thompson and Landy, 1988; Moitoso de Vargas and 
Landy, 1991). En effet, la courbure de l'ADN due à la fixation de Xis modifie la trajectoire de 
l'ADN de attR au sein du complexe synaptique attR/attL permettant ainsi sa stabilisation (Kim and 
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Landy, 1992). (ii) Xis recrute Int par des interactions protéine-protéine sur le site P2 indispensable 
pour la réaction d'excision (Fig. 30B). Xis est capable d'inhiber fortement la réaction d'intégration 
en empêchant la fixation de la recombinase et du facteur IHF sur les sites qu'ils occupent 
uniquement au cours de la recombinaison intégrative (P1, P'3 et H1) lors de l'assemblage de 
l'intasome sur le site attP néoformé (Fig. 30C) (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). Cet effet 
n'est pas seulement dû à une simple obstruction de ces sites par la fixation de Xis, mais résulte 
d'interactions compétitives et coopératives qui ont lieu entre des protéines fixées à des sites 
relativement éloignés (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). En effet, la fixation de Xis sur X1 
recrute la recombinase sur le site P2, empêchant alors la fixation de IHF sur le site H1 par 
encombrement stérique. La fixation de Int sur P1 indispensable pour la réaction d'intégration, 
nécessite la courbure de l'ADN par IHF et donc en absence d'IHF, Int ne peut pas se fixer sur ce 
site. Mais l'inhibition par Xis de la fixation de Int sur P'3 dépend d'interactions rendues possible à 
distance (boucle d'ADN) par le positionnement des différents sites par rapport à l'hélice d'ADN 
(Moitoso de Vargas and Landy, 1991). 
 
a) Effet de Xis et IHF, sur la commutation de boucles alternatives d'ADN modulant la 
recombinaison spécifique de site
Les courbures induites par Xis agiraient comme un commutateur régulateur dans un 
mécanisme de boucles alternatives, pour convertir l'intasome assemblé sur le site attP d'un état 
compétent pour l'intégration en un état non réactif (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). Le 
complexe intégratif formé sur attP surenroulé, consiste probablement en une boucle du bras P 
induite par la courbure provoquée par la fixation de IHF à H1 et H2 et en une boucle du bras P' 
induite par la fixation de IHF à H'. Ces deux boucles permettent alors les interactions entre les sites 
bras de fixation de l'intégrase nécessaires à la réaction d'intégration et les sites cœur de fixation de 
l'intégrase des sites attP et attB (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). La fixation de Xis entraîne 
un déplacement et un changement de la boucle du bras P du site H1 vers les sites X1X2/F, rendant 
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Fig. 31: Jonctions de Holliday formées au cours de la recombinaison intégrative et excisive chez le phage 
lambda. Représentation schématique de la formation et de la résolution de la jonction de Holliday.
D'après Nunes-Duby, Current Biology, 1995
D'après Franz et Landy, EMBO J, 1995
INTRODUCTION   
la structure obtenue inapte à la recombinaison (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). La fixation de 
Xis induit et stabilise une courbure de l'ADN qui altère donc la structure de l'intasome formé au 
cours de la recombinaison (Swalla et al., 2003). La présence ou l'absence de Xis détermine alors 
quelle paire de sites substrats sera recombinée efficacement et quelle paire existera comme produits 
stables (Swalla et al., 2003). La régulation dépendante de Xis implique des changements de la 
structure de l'intasome. La fixation de Xis affecte la fixation d'autres protéines sur l'ADN des sites 
d'attachements att et par conséquent le sous groupe de contacts protéine-protéine qui stabilise une 
conformation particulière d'intasome (Swalla et al., 2003). La fixation d'un dimère de Xis ou d'un 
hétérodimère Xis-FIS crée une courbure qui altère la trajectoire de l'ADN de plus de 140° que ce 
soit sur attR ou attP (Thompson and Landy, 1988). L'interaction de Int et Xis à P2 et X1 permet la 
formation correcte de la structure de l'intasome sur attR en stabilisant la fixation de Int sur P2. Tous 
ces effets induits par Xis augmentent l'efficacité de recombinaison excisive et réduisent l'efficacité 
de recombinaison intégrative, en stimulant ou inhibant respectivement le premier échange des brins 
de la réaction de recombinaison (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). 
Il a été montré l'importance de Xis et de ses sites de fixation dans le contrôle de la 
direction de la recombinaison, mais d'autres sites et facteurs jouent un rôle majeur dans ce contrôle 
notamment le site H1 de fixation du facteur IHF (Gottesman and Abremski, 1980; Thompson et al., 
1986). De plus, en dehors de son rôle dans la recombinaison spécifique de site, le facteur IHF 
influence le choix lyse-lysogénie en augmentant l'expression de CII (Mahajna et al., 1986). IHF est 
ainsi une protéine qui assure le couplage entre choix lyse-lysogénie et choix intégration-excision. 
 
b) Effet de Xis et IHF sur la résolution des intermédiaires de Holliday
La recombinaison spécifique de site de lambda, se réalise via deux intermédiaires 
jonctions de Holliday différents dans les réactions intégrative et excisive (Fig. 31) (Franz and 
Landy, 1995). Ces réactions procèdent toutes deux via l'échange séquentiel et ordonné d'une paire 
de simples brins d'ADN qui génère puis résout l'intermédiaire de recombinaison de Holliday. 
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L'intégration et l'excision procèdent par le même ordre défini d'échanges des brins. L'échange des 
brins supérieur à l'extrémité gauche de la région de chevauchement, entraîne la formation d'un 
intermédiaire jonctions de Holliday, qui est résolu par l'échange des brins inférieurs à l'extrémité 
droite du chevauchement (Nunes-Duby et al., 1987). L'échange des brins supérieurs aboutit à des 
jonctions de Holliday différentes dans la réaction d'intégration et d'excision.  
La formation de structures d'ordre supérieur par l'association de la recombinase Int et 
des protéines accessoires avec l'ADN est critique pour l'assemblage de la synapse et le premier 
échange des brins (Nunes-Duby et al., 1987). Ces structures d'ordre supérieur influencent aussi 
l'exécution du second échange de brins. En effet, les réactions d'intégration et d'excision sont deux 
réactions différentes et non l'inverse l'une de l'autre. Il a été montré que les bras P et P', par 
l'intermédiaire des protéines impliquées par chacun d'eux dans chacune des réactions, n'affectent 
pas la résolution des jonctions de Holliday de la même façon. Le bras P affecte principalement la 
direction de résolution de la réaction et le bras P' affecte principalement l'efficacité totale de 
résolution de la réaction (Franz and Landy, 1995). L'analyse de la résolution de différentes 
jonctions de Holliday, a montré que le facteur Xis seul n'affecte pas significativement la direction 
de résolution de la réaction mais stimule l'efficacité d'échange des brins. Le facteur IHF seul 
entraîne un accroissement de l'efficacité de résolution plus important que Xis, ainsi qu'un biais 
important en faveur de l'échange des brins inférieurs. En présence des deux protéines, ce biais est 
moins important qu'avec IHF seul, mais l'efficacité d'échange des brins est supérieure à celle qui a 
lieu quand IHF est seul (Franz and Landy, 1995). La résolution de la jonction de Holliday excisive 
dans le sens de l'excision est favorisée en présence des facteurs IHF et Xis. Au contraire, Xis ne 
stimule pas la résolution de la jonction de Holliday intégrative ni n'affecte le biais de résolution de 
cette jonction. La différence d'effet que Xis joue sur l'efficacité de résolution dépendante de IHF, 
reflète le fait que Xis inhibe plus fortement l'intermédiaire intégratif que l'intermédiaire excisif. La 
direction de la résolution dans le sens de l'excision pourrait être la conséquence de l'inhibition de la 
réaction de réversibilité du premier échange des brins. De plus, quand les partenaires de 
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recombinaison sont en quantité équimolaire, la recombinaison excisive est plus rapide que la 
recombinaison intégrative, ce qui pourrait refléter que la réversibilité du premier échanges des brins 
puisse être plus fréquente dans la recombinaison intégrative que dans la recombinaison excisive 
(Franz and Landy, 1995). 
 
Le facteur λXis favorise le développement lytique du phage par deux voies: en inhibant 
la recombinaison intégrative après infection et en rendant la recombinaison excisive irréversible 
après induction du prophage (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). La coordination des réactions 
de recombinaison nécessite la formation de complexes nucléoprotéique enzymatiquement 
compétent, dans lesquels la recombinase et au moins deux sites distants se retrouvent ensemble. 
La stimulation de la fixation de la recombinase Int aux sites cœur de faible affinité et du 
clivage de l'ADN par Int, requiert des interactions avec les sites bras de haute affinité et est 
dépendante de la fixation simultanée du facteur d'hôte IHF. La recombinase Int est tout d'abord 
positionnée sur les sites bras puis est dirigée par la protéine de courbure IHF vers des interactions 
avec les sites cœur distants. L'assemblage de ce complexe est indépendant d'interactions protéine-
protéine entre Int et IHF (Moitoso de Vargas et al., 1989). Des structures de boucle d'ADN 
impliquant des protéines de courbure et des protéines de fixation à l'ADN bivalentes existent dans 
différents systèmes. Cette structure permet une certaine flexibilité pour avoir plusieurs circuits de 
régulation chevauchants et la présence ou l'absence de telle ou telle protéine de courbure 
déterminera quelles paires de sites de fixation seront favorablement juxtaposées pour quelles soient 
réunies. De cette façon, une seule protéine de courbure pourrait activer de façon coordonnée un 
grand nombre de protéines sans rapport (Moitoso de Vargas et al., 1989). 
 
La recombinaison exécutée par l'intégrase du phage lambda nécessite absolument ses 
interactions secondaires avec les bras d'ADN flanquant les sites d'échanges des brins. La 
recombinaison intégrative ou excisive est alors irréversible et unidirectionnelle du fait de la non 
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Fig. 32: Représentation schématique des mécanismes de recombinaison excisive des phages HP1 et L5. 
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D’après Pena et al, J. Mol. Biol., 1997
D’après Hakimi et al, J. Biol. Chem, 1994
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identité des sites recombinants et que les produits de la réaction d'intégration ou d'excision soient 
distincts des substrats (Segall and Nash, 1996). Puisque ces réactions ne nécessitent pas de source 
d'énergie exogène qui pourrait être impliquée dans l'activité de la recombinase et donc dans la 
direction de la recombinaison, l'unidirectivité est probablement une conséquence de l'interaction 
différentielle des protéines de recombinaison avec les sites produits versus les sites substrats (Segall 
and Nash, 1996). L'ensemble de la complexité du système de recombinaison du phage lambda 
semble dévoué entièrement à l'accomplissement de l'irréversibilité de la réaction pour s'assurer que 
le choix du phage entre intégration ou excision ne sera pas déjoué par un second événement de 
recombinaison (Segall and Nash, 1996). Ceci va dans le sens d'un couplage des différents processus  
impliqués dans le choix d'un cycle de vie (régulation, recombinaison…). 
 
2) Les phages de type P2 
Le facteur directionnel de la recombinaison de type P2 est original par rapport à celui du 
phage λ du fait de sa bifonctionnalité. En effet, les facteurs P2-Cox, HP1-Cox et 186-Apl assurent à 
la fois les rôles de facteur directionnel de la recombinaison et de répresseur transcriptionnel du 
cycle lysogénique. En étant également impliqués dans le contrôle du commutateur génétique pour 
éteindre l'expression des gènes de l'immunité phagique et de l'intégrase, les RDFs de type P2 
permettent le couplage du développement du cycle lytique avec l'événement d'excision du prophage 
(Saha et al., 1987; Reed et al., 1997; Esposito et al., 1997; Frumerie et al., 2005) (Fig. 32). 
L'existence de protéines bifonctionnelles est associée à une stratégie relativement simple pour 
coordonner les activités du commutateur transcriptionnel et de la recombinaison chez ces phages. 
Le facteur Apl du phage 186 interagit au niveau de cinq sites de fixation sur attP. Pour le 
facteur P2-Cox on trouve deux jeux de trois sites localisés sur le bras P’ de attP (Saha et al., 1989) 
alors que HP1-Cox ne possède que deux sites de fixation, CS1 et CS2, sur le bras P’ de attP 
(Esposito and Scocca, 1997). Ces sites se retrouvent sur la même face de l'ADN (Dodd et al., 1993). 
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Tout comme leur équivalent chez les phages lambdoïdes, les RDFs de type P2-Cox 
autorisent et favorisent la recombinaison excisive tout en inhibant fortement la recombinaison 
intégrative. Contrairement à λXis qui permet d’inverser les affinités relatives de la recombinase 
pour les sites P1 et P2, HP1-Cox déplace directement la recombinase d'un de ses sites de faxation 
(Esposito and Scocca, 1997). La fixation de HP1-Cox sur le site CS2 de attL, provoque l’exclusion 
de la recombinase du site IBS5 par encombrement stérique. Or cette interaction est indispensable 
pour aboutir à un intasome fonctionnel pour la recombinaison intégrative (Fig. 32) (Esposito and 
Scocca, 1997). En effet, avec un site attP mutant pour le site IBS5 on n'observe plus de 
recombinaison intégrative et il n'y a pas d'autre cause à l'inhibition de la recombinaison intégrative. 
Par ailleurs, en présence de HP1-Cox sur CS2, la recombinaison entre attR et attL mutant pour le 
site IBS5 est quinze fois plus élevée qu’avec un site attL sauvage (Esposito and Scocca, 1997). 
L'interaction de HP1-Cox avec CS2 est indispensable à la fois pour inhiber la recombinaison 
intégrative et activer la recombinaison excisive. En effet, chez un mutant CS2 ces deux effets sont 
supprimés (Esposito and Scocca, 1997). 
 
3) Le mycobactériophage L5 
L5-Xis se lie à quatre sites sur le bras P de attP, et L5-Xis est indipensable pour la 
recombinaison excisive. Comme λXis, L5-Xis inhibe la recombinaison intégrative mais 
contrairement à λXis, l’étape d’inhibition est ultérieure à la formation de la synapse de 
recombinaison. En effet, l’intasome formé sur attP en présence de L5-Xis est toujours capable de 
capturer le site attB mais la synapse ainsi formée ne peut pas recombiner (Fig. 32) (Lewis and 
Hatfull, 2003). L5-Xis exerce son effet sur la recombinaison excisive et intégrative en influençant la 
nature des structures protéine-ADN formées par la recombinase et le facteur mIHF. Le rôle de L5-
Xis est purement architectural et contrairement à λXis et à HP1-Cox, L5-Xis n'a pas d'effet direct 
sur la fixation de la recombinase via des interactions protéine-protéine ou par compétition. En effet, 
la fixation de L5-Xis sur attP n'empêche pas celle de L5-Int sur le même site (Lewis and Hatfull, 
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2003). De plus,  L5-Xis active l'excision en favorisant la formation de l'intasome sur attR en 
stimulant, via un effet architectural, la fixation de L5-Int sur les sites bras P1/P2 (Lewis and Hatfull, 
2003). L'effet de L5-Xis est indirect dans la formation des ponts intramoléculaires réalisés par L5-
Int: ces ponts intramoléculaires sont stabilisés par la courbure de l'ADN provoquée par la fixation 
de L5-Xis (Fig. 32) (Lewis and Hatfull, 2003). 
 
4) Le mécanisme de contrôle associé aux recombinases à sérines 
Les sites de recombinaison attP et attB, associés aux recombinases à sérine sont de taille 
réduite (~50 bp) et la probabilité que des protéines accessoires se fixent sur ces sites est 
extrêmement faible. Cependant, dans la plupart des cas, la recombinaison entre les sites jonctions 
attR et attL ne peut pas se faire en présence de la recombinase seule, bien que celle-ci soit capable 
de se fixer avec la même affinité sur ces sites que sur les sites attP et attB [φC31 (Thorpe et al., 
2000), Bxb1 (Ghosh et al., 2006)]. La présence de protéines accessoires semble donc nécessaire 
pour que cette recombinaison ait lieu. Le mécanisme moléculaire impliqué pourrait être totalement 
différent de ceux utilisés par les recombinases à tyrosine. 
Un facteur directionnel de la recombinaison a été caractérisé pour au moins trois 
bactériophages: TP901-1, phiRv1 et Bxb1 (Breuner et al., 1999; Bibb et al., 2005; Ghosh et al., 
2006). 
Le facteur phiRv1-Xis est requis pour l'excision de l'élément phagique du chromosome 
de M. tuberculosis, et inhibe la recombinaison intégrative. Le contrôle directionnel n'implique pas 
d'architecture complexe d'ordre supérieur comme pour les recombinases à tyrosine (Bibb et al., 
2005). Le RDF de phiRv1 ne se fixe pas directement sur les sites de recombinaison. Il agirait par 
interaction directe avec la recombinase, peut être en formant un complexe qui entraînerait un 
changement de conformation de la recombinase qui deviendrait alors apte à recombiner les sites 
attR et attL sur lesquels elle est fixée (Bibb et al., 2005; Ghosh et al., 2005). Ce changement de 
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conformation de la recombinase pourrait aussi entrainer un changement de structure des sites sur 
lesquels elle est fixée, les rendant apte à être recombinés. 
Une nouvelle classe de RDF a été identifiée chez le mycobactériophage Bxb1. 
Contrairement à tous ceux qui ont été caractérisés à ce jour, ce facteur, gp47, est de taille 
relativement importante, 28 kDa, et n'est apparenté à aucune des familles déjà définies (Lewis and 
Hatfull, 2001). Ce facteur pourrait interagir avec la recombinase d'une manière dépendante de sa 
conformation, elle-même déterminée par la nature de l'ADN fixé à la recombinase (Ghosh et al., 
2006). L'inhibition de la recombinaison intégrative serait facilitée par une association stable de 
gp47 avec le complexe Int-attB ou Int-attP, alors que l'excision serait fortement stimulée par des 
interactions fonctionnelles mais instables de gp47 avec les complexes Int-attR ou Int-attL (Ghosh et 
al., 2006). A l'inverse du rôle architectural joué par les RDFs des recombinases à tyrosine, gp47 
inhiberait la recombinaison intégrative soit en bloquant la formation de la synapse Int-attP/Int-attB 
par encombrement stérique ou en changeant la conformation d'un ou des deux complexes, soit en 
rendant la synapse une fois formée incapable d'échanger les brins d'ADN (Ghosh et al., 2006). 
Ce facteur semble conservé chez plusieurs mycobactériophages (Ghosh et al., 2006), en 
particulier L5, mais sa fonction de RDF n'a pas été démontrée ailleurs que chez Bxb1. Ce gène est 
situé au sein de gènes impliqués dans la réplication de l'ADN, entre l'ADN polymérase et l'ADN 
primase du phage et pourrait donc avoir un autre rôle que celui de RDF (Ghosh et al., 2006). 
 
5) Les recombinases Cre, Flp et XerC/D 
Certains membres de la famille des recombinases spécifique de sites, comme Cre (phage 
P1) ou Flp (plasmide 2μm de levure), qui n'ont pas la propriété de fixation bivalente, peuvent 
promouvoir la recombinaison entre deux sites identiques (Segall and Nash, 1996). Les produits 
d'une telle recombinaison étant similaires aux substrats, les évènements de recombinaison sont 
bidirectionnels. Les recombinases Cre et Flp catalysent un échange de brins réversible entre deux 
sites identiques qui ne possèdent pas de sites accessoires pour des protéines accessoires. Des 
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Fig. 33: Contrôle de la recombinaison XerC/D.
A Contrôle de la recombinaison XerC/D-dif dans la résolution des dimères de chromosome.
B Contrôle de la recombinaison XerC/D-cer-psi lors de la résolution de multimères plasmidiques
(ColE1, pSC101).
D'après Aussel et al, Cell, 2002
D'après Grindley N, Annu. Rev. Biochem., 2006
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tétramères de Cre provoque la formation d'une synapse entre deux ADN antiparallèles fortement 
courbés ressemblant à une jonction de Holliday, et un faible déplacement des sous unités dans la 
machinerie semble suffisant pour rediriger le clivage de l'ADN et échanger les activités des sous-
unités de recombinases d'une paire de brins à l'autre. Cependant, le mécanisme moléculaire 
d'isomérisation est peu compris [voir (Biswas et al., 2005)]. Toutefois, Paul et Summers (Paul and 
Summers, 2004) ont montré que in vivo, les protéines accessoires ArgR et PepA sont requises pour 
un maintien stable du prophage P1 dans la cellule et pour favoriser le sens de la direction de la 
recombinaison vers la résolution des plasmides. Cet effet est observé pour des concentrations 
physiologique de Cre. Cependant, in vitro, Cre est capable de catalyser des réactions inter et 
intramoléculaires entre des sites loxP situés sur des substrats linéaires, surenroulés ou circulaires 
(Hoess et al., 1990). In vivo, Cre apparaît plus spécifique et agit sélectivement comme une résolvase 
sur des sites préférentiellement en répétion directe et présents sur de l’ADN surenroulé (Adams et 
al., 1992). Dans le cas du système XerC/D, les recombinases reconnaissent et interagissent avec des 
sites de recombinaison courts et identiques dif, cer, psi (de type attB) mais ne possèdent pas la 
propriété de fixation bivalente. Cependant, la recombinaison catalysée par ces recombinases est 
unidirectionnelle dans le cas de la résolution des dimères de chromosome ou des formes 
mutimériques plasmidiques. Il a été montré que la résolution des dimères de chromosome ne peut se 
faire qu'en présence de la protéine multifonctionnelle FtsK, qui permet l'activation directe de XerD 
pour que cette recombinase soit capable de catalyser le premier échange de brin de la réaction 
(Aussel et al., 2002; Massey et al., 2004). En effet, en absence de FtsK XerD n'est pas capable de 
catalyser la réaction d'échange des brins et dans ce cas, seule XerC coupe l'ADN et ne permet 
l'échange que d'un seul couple de brins. Ceci se traduira par un aller retour entre la molécule de 
départ et le premier échange des brins sans avoir résolution de la jonction de Holliday (Fig. 33A) 
(Barre et al., 2000). La direction de la recombinaison est alors donnée dans ce cas indirectement par 
FtsK via XerD. En effet, FtsK n'activera la recombinase XerD que lorsque les sites dif de 
recombinaison seront localisés au bon endroit au sein de la cellule et au bon moment au cours du 
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cycle cellulaire (Steiner et al., 1999; Capiaux et al., 2002). FtsK est capable ainsi de coupler la 
résolution des dimères de chromosome avec la division cellulaire, étape où la présence de tels 
dimères pourrait être critique pour la survie de la cellule. FtsK pourrait donc être assimilé à un 
facteur directionnel de la recombinaison. De même, lorsque le système XerC/D est utilisé pour la 
résolution des formes multimériques plasmidiques (ColE1/cer, pSC101/psi), des séquences 
accessoires (ArgR/PepA ou ArcA/PepA) jouent un rôle dans la résolution de ces multimères en 
entraînant la mise en place d'un complexe synaptique entre deux sites psi ou deux sites cer 
(Guhathakurta and Summers, 1995) (Fig. 33B). Les facteurs accessoires impliqués dans ce type de 
résolution permettent de structurer architecturalement une synapse apte à la recombinaison et 
dirigent ainsi l'ordre des brins qui seront échangés (Bregu et al., 2002). 
 
En résumé, le contrôle de la direction de la recombinaison spécifique de site peut se faire par 
des moyens variés et la direction est fréquemment la résultante de la stimulation de la 
recombinaison excisive et de l'inhibition de la recombinaison intégrative. Il existe également une 
certaine diversité des mécanismes mis en place pour inhiber la recombinaison intégrative par les 
différents couples recombinase-RDF. En effet, dans le cas du phage λ, le RDF change l'affinité de 
la recombinase pour un site de fixation par rapport à un autre, alors que pour le phage HP1, le RDF 
empêche la fixation de la recombinase sur un site indispensable pour la recombinaison intégrative. 
Pour d'autres encore, comme le phage L5 ou les phages à recombinases à sérines, le RDF inhibe la 
recombinaison intégrative à une étape plus tardive de la recombinaison, comme par exemple au 
cours de la mise en place d'un complexe recombinogène actif ou en interragissant directement au 
niveau du complexe. 
 
IV) Le contrôle du dosage Int/Xis au cours du cycle du phage 
Le contrôle de la directivité de la recombinaison est dépendante du mécanisme utilisé par le 
facteur directionnel de la recombinaison mais aussi de la régulation de l'expression des gènes 
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Fig. 34: Contrôle du dosage Int/Xis au cours du cycle du phage lamda.
A Contrôle de ce dosage après infection de la cellule par le phage (1) puis au cours de l'établissement du 
cycle lysogénique (2).
B Contrôle de ce dosage au cours de l'induction du cycle lytique du prophage.
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codant la recombinase et les RDFs. En effet, la recombinaison spécifique de site excisive nécessite 
la présence simultanée de la recombinase et du facteur directionnel. La concentration relative de 
chacun de ces deux facteurs permet une régulation fine de l'événement de recombinaison. La 
régulation de l'expression des gènes codant ces facteurs peut jouer donc un rôle important dans le 
contrôle directionnel de la recombinaison. 
Chez le bactériophage lambda, la direction de la recombinaison est contrôlée principalement 
par l'expression de l'intégrase Int et du facteur directionnel de la recombinaison Xis. En effet, in 
vivo, le phage λ contrôle le sens de la recombinaison en exprimant la recombinase, Int, seule ou en 
présence de Xis (Echols and Guarneros, 1983). Après l'infection de la cellule par le phage, les gènes 
de int et de xis sont tout d'abord transcrit à partir du promoteur lytique précoce PL, puis la synthèse 
de Int et Xis est réduite par un système de rétro-régulation qui entraîne la dégradation de l'ARNm 
de Int et Xis par la RNAseIII à partir du site sib situé en aval du site attP (Fig. 34A) (Guarneros, 
1988). Ensuite, au cours de la mise en place de la lysogénie, pour favoriser l'intégration du phage, 
Int est fortement synthétisée à partir d'un transcrit initié au promoteur PI, situé dans la séquence 
codante de xis, et activé par CII. CII active en parallèle le gène du répresseur CI (Fig. 34A). Au 
cours de la lysogénie, aucune des deux protéines Int et Xis n'est produite en raison de la répression 
du promoteur lytique précoce PL et de l'absence d'activation de PI par CII. Enfin, l'induction du 
prophage entraîne la synthèse d'un transcrit de int et xis à partir du promoteur PL, mais ce transcrit 
est stable du fait de la séparation du site régulateur sib du gène int dans le prophage (Fig. 34B). 
L'expression de int à partir des deux promoteurs PL et PI est régulée par dégradation différentielle 
des deux ARN messagers. 
L'activité de Xis chez le phage λ est également régulée par deux protéases, Lon et FfsH 
(HflB). Weisberg et Gottesman (Weisberg and Gottesman, 1971) ont montré que Xis et Int ont des 
stabilités fonctionnelles nettement différentes in vivo: la demi-vie de Xis est de ~7 min et celle de 
Int de ~60 min. Les quantités relatives des deux protéines déterminent l'efficacité et la direction des 
réactions de recombinaison. En effet, l'addition de Xis à des concentrations stimulant au maximum 
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la recombinaison excisive in vitro, inhibe complètement la recombinaison intégrative in vitro 
(Abremski and Gottesman, 1982). Il a été montré que l'intégration de lambda est différée dans des 
cellules lon--ftsH-, suggérant que l'accumulation de Xis in vivo interfère avec l'intégration (Leffers, 
Jr. and Gottesman, 1998). La dégradation rapide de Xis in vivo permet alors d'assurer l'intégration 
rapide et efficace de λ dans le chromosome d'E. coli. 
Lambda utilise la dégradation rapide et spécifique de régulateurs clés pour influencer la 
direction de son développement. La dégradation du répresseur CI, dépendante de RecA acteur du 
système SOS, permet de diriger le prophage dormant vers un cycle lytique. Une fois que la décision 
lytique est prise et que le niveau d'expression de cII est diminué, une rapide dégradation de CII par 
FtsH (HflB) garantit l'engagement du prophage dans le cycle lytique. 
La recombinaison spécifique de site du phage lambda est également dépendante de la 
présence des facteurs de courbure IHF et FIS. La variation du taux de ces facteurs au cours du cycle 
cellulaire sera donc également importante pour cet événement de recombinaison et pour sa 
direction. Ceci implique que d'autres signaux cellulaires peuvent agir sur la recombinaison 
spécifique de site et sa direction via leurs effets sur l'expression et la régulation (transcriptionnelle, 
post transcriptionnelle, traductionnelle et post traductionnelle) de ces facteurs (Thompson et al., 
1986; Thompson et al., 1987). 
 
La régulation de l'expression des recombinases, des RDFs ou des autres facteurs impliqués 
dans le contrôle directionnel de la recombinaison des différents phages est très peu connue. 
Dans le cas du phage L5, l'expression de int au cours du cycle lytique serait arrêtée ou 
réduite par blocage d'un promoteur spécifique de l'hôte localisé de façon adjacente à attP. 
L'expression de Int à partir des transcrits phagiques initiés dans le bras droit, serait atténuée par 
l'action d'un site putatif de rétrorégulation en 3' du gène de l'intégrase (Hatfull and Sarkis, 1993). 
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La recombinase de Bxb1 est transcrite dans le même sens que les gènes de structure. Il 
pourrait alors exister un promoteur en amont de g35 pour permettre la transcription de int au cours 
de la lysogénie (Mediavilla et al., 2000). 
La recombinaison spécifique de site excisive nécessite la présence simultanée de la 
recombinase et du facteur directionnel s'il existe. Or, dans le cas du bactériophage Φc31 de S. 
coelicolor, l'intégration du phage entraîne la séparation du gène de la recombinase p68, de ses 
promoteurs, que se soit du promoteur classique ou du promoteur spécifique du phage (Kuhstoss and 
Rao, 1991; Ingham et al., 1993). Dans ce cas de figure comment est exprimée la recombinase après 
induction du prophage pour permettre l'excision de celui-ci. L'existence d'un promoteur alternatif en 
amont pourrait permettre cette expression bien qu'aucun promoteur supplémentaire n'ait encore été 
identifié. 
 
L'expression de ces protéines est finement régulée et différents moyens sont mis en place 
pour cette régulation. L’organisation des gènes impliqués dans la recombinaison spécifique de site 
participe aussi à la régulation de ce mécanisme. La plupart des systèmes de régulation développés 
par les éléments génétiques mobiles sont du même type que celui du phage λ. Les gènes codant les 
protéines phagiques indispensables à la recombinaison excisive (Int et Xis), montrent une 
organisation compacte et ces gènes sont retrouvés de façon majoritaire au voisinage immédiat l'un 
de l'autre. Cependant, on peut trouver une organisation de ces gènes et des fonctions pour les 
protéines codées par ces gènes, originales par rapport à celles de lambda, associés à une régulation 
différente de leur expression comme pour P2 ou HP1. En effet, dans le cas des phages de type P2, 
Cox est multifonctionnel et joue à la fois le rôle de répresseur transcriptionnel de l'opéron 
lysogénique et celui de facteur directionnel de la recombinaison. 
 
Quel que soit le mécanisme employé par les différents facteurs directionnels de la 
recombinaison, l'effet global sur la recombinaison est le même: (i) activation de la recombinaison 
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excisive et (ii) inhibition de la recombinaison intégrative. Comme pour le commutateur génétique 
du choix entre cycle lytique et cycle lysogénique, il existe une grande diversité des mécanismes 
contrôlant la directivité de la recombinaison. 
Au cours de la caractérisation des éléments impliqués dans la recombinaison spécifique de site 
du bactériophage mv4 de Lactobacillus delbrueckii, nous avions identifié une recombinase (mv4Int) 
capable de catalyser des évènements de recombinaison spécifique de site dans un large spectre 
d'hôtes de façon totalement indépendante de la présence de facteurs spécifiques d'hôtes (Auvray et 
al., 1999a). De plus nous avions montré que mv4Int est capable de catalyser la recombinaison entre 
le site phagique attP et des sites "attB" dont la séquence cœur ne contient que quatre nucléotides en 
commun avec celle du site attB originale (Auvray et al., 1999b). Cette propriété démontre la grande 
flexibilité de la recombinase mv4Int vis à vis d'un de ses sites de recombinaison. Cette propriété ne se 
retrouve pas chez les autres intégrases à tyrosine phagique caractérisées à ce jour. 
Le deuxième objectif de ma thèse a été d'identifier le facteur directionnel de la recombinaison 
spécifique de site du bactériophage mv4 de Lactobacillus delbrueckii puis de caractériser le mode 
d'action du mécanisme impliqué dans le contrôle directionnel de la recombinaison. 
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C) Le bactériophage tempéré mv4 de Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus delbrueckii sous-espèce bulgaricus est une bactérie lactique appartenant au genre 
Lactobacillus et plus particulièrement au complexe acidophilus. L. delbrueckii est une bactérie 
atypique au sein de ce groupe de par son contenu en G+C singulièrement élevé (49-51%). L. 
delbrueckii sous-espèce bulgaricus a une grande importance dans l'industrie agro alimentaire de par 
son utilisation dans la transformation du lait en yaourt en association avec Steptococcus 
thermophilus. La séquence nucléotidique du génome de cette bactérie est disponible (van de Guchte 
et al., 2006). Cette espèce bactérienne est particulièrement réfractaire à la transformation et seules 
quelques souches peuvent être transformées (Serror et al., 2002). 
 
I) Propriétés générales du bactériophage mv4 
Les phages de Lactobacillus delbrueckii sous-espèces bulgaricus et lactis peuvent être 
classés dans deux groupes sur la base du degré de similarité de leur ADN (Mata et al., 1986; 
Lahbib-Mansais et al., 1988). Le groupe a est le plus répandu et comprend à la fois des phages 
tempérés et des phages virulents. Le bactériophage mv4 a été isolé en 1963, de la souche LT4 de L. 
delbrueckii spp. bulgaricus, par induction à la mitomycine C (Cluzel et al., 1987). Il s'agit d'un 
phage tempéré représentatif du groupe a (Mata et al., 1986) capable d'infecter les bactéries de 
l'espèce Lactobacillus delbrueckii. Le phage virulent LL-H appartient également à ce groupe. Il a 
fait l'objet de nombreuses études et la séquence nucléotidique complète de son génome est 
disponible (Mikkonen and Alatossava, 1994; Alatossava et al., 1995; Mikkonen and Alatossava, 
1995; Mikkonen et al., 1996a; Mikkonen et al., 1996b). Il est très apparenté au phage mv4 mais ne 
possède pas le module de lysogénie. 
Le phage mv4 peut se propager sur deux souches: la souche LT4c (souche LT4 curée du 
prophage par traitement à la mitomycine C) et la souche LKT de Lactobacillus delbrueckii sous-
espèce lactis (Lahbib-Mansais et al., 1992). 
 61
pac
36 kb 0
9 kb
18 kb
attP
int
lysA
g34
orf179
rep
tec
xis
ant
lysB
LYSE 
CELLULAIRE
LYSOGENIE
STRUCTURE
CAPSIDE
REPLICATION
g20
g18
mv4
36 kb
Fig. 35: Cartographie du phage mv4 (d'après Lahbib-Mansais et al., 1992).
INTRODUCTION   
D'un point de vue morphologique, le phage mv4 appartient à la superfamille des 
Siphoviridae (queue non contractile), et plus précisément au sous-type B1 (tête non icosaédrique) 
(Accolas and Spillman, 1979). Son génome est un ADN double brin linéaire de 36 kb dont la carte 
physique a été déterminée (Lahbib-Mansais et al., 1992) (Fig. 35). Les extrémités de l'ADN linéaire 
ne sont pas cohésives mais permutées circulaires et redondantes. De telles extrémités résultent du 
mode d'encapsidation de l'ADN phagique par un mécanisme de "la tête pleine". Le site 
d'empaquetage (Pac) a été localisé sur la carte. Des fragments chromosomiques de la bactérie hôte 
ont été mis en évidence dans certaines particules phagiques indiquant que mv4 est un phage 
transducteur généralisé (Lahbib-Mansais et al., 1992). 
Deux gènes codant des protéines de structure de la tête (g34 et g18) ont été identifiés 
(Lahbib-Mansais et al., 1992; Vasala et al., 1993). Les gènes phagiques impliqués dans la lyse 
bactérienne ont également été caractérisés (Fig. 35). Le séquençage du fragment phagique codant 
cette activité lytique a mis en évidence deux gènes lysA et lysB. Le gène lysA code l'endolysine 
(Boizet et al., 1990) dont le rôle est de dépolymériser le peptidoglycane de la paroi cellulaire 
bactérienne. Le gène lysB, en amont de lysA, pourrait coder la "holine", une protéine membranaire 
permettant le passage de l'endolysine à travers la membrane cytoplasmique (Dupont, 1994). Le site 
d'attachement phagique a également été localisé sur la carte de restriction du génome phagique 
(Lahbib-Mansais et al., 1992). Des expériences d'hybridation ont montré que le prophage, dans la 
souche LT4, est présent sur un fragment chromosomique NotI de 85 kb (Lahbib-Mansais et al., 
1992). Le site d'attachement bactérien serait alors localisé sur un fragment chromosomique NotI de 
49 kb dans la souche LT4c. 
 
II) Le système de recombinaison spécifique de site du bactériophage mv4 
L'existence des sites d'attachement spécifiques bactériens et phagiques dans les souches 
LT4c et LKT, suggérait que l'insertion du phage mv4 dans le chromosome de ces souches hôte se 
produisait par recombinaison spécifique de site selon le modèle de Campbell (Campbell, 1962). 
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INTRODUCTION   
L'identification des différents éléments du système de recombinaison spécifique de site du 
bactériophage mv4, Int et attP, a permis de construire un plasmide intégratif (pMC1) à partir de ces 
éléments (Dupont et al., 1995). Ce plasmide est capable de s'intégrer de manière spécifique au 
niveau d'un site attB dans le chromosome de différentes espèces de lactobacilles. Cette intégration 
est totalement ciblée et a lieu à l'extrémité 3' du gène d'un ARNtser conservé chez ces espèces. La 
recombinase du phage mv4 est également active dans d'autres genres bactériens éloignés 
phylogénétiquement de L. delbrueckii où le gène de l'ARNtser n'est pas conservé, et dans ce cas 
l'intégration du vecteur pMC1 a lieu dans des sites secondaires. Cependant l'analyse d'un grand 
nombre de sites d'intégration a permis de définir une séquence consensus pour ce site et d'identifier 
les nucléotides important du site cible attB. Cette recombinase présente une grande flexibilité vis à 
vis de son site (Auvray et al., 1997). 
Les éléments constitutifs du système de recombinaison spécifique de site du bactériophage 
mv4 ont ensuite été plus amplement caractérisés grâce à la mise en place de tests de recombinaison 
in vitro et in vivo chez E. coli. L'intégrase du phage mv4 fait partie de la famille des recombinases à 
tyrosine et possède les quatre résidus catalytiques RHRY conservés au sein de cette famille. 
Comme dans de nombreux systèmes d'intégration-excision de type lambda (Tableau 2), 
l'intégration du génome du phage mv4 s'effectue dans le gène d'un ARN de transfert, tout en 
préservant l'intégrité de celui-ci. Les sites attP et attB possèdent, également, des propriétés très 
différentes. Le site attP possède une organisation complexe. La longueur minimale du site 
d'attachement phagique est de 234 pb. Une cartographie par délétion des bras du site attP, a permis 
l'identification de cinq sites-bras putatifs de fixation de la recombinase de part et d'autre de la 
séquence cœur de 17 pb (Fig. 36) (Auvray et al., 1999a). Ce site nécessite d'être surenroulé 
négativement pour être actif. Ces résultats suggèrent la mise en place sur attP d'un complexe 
nucléoprotéique d'ordre supérieur (intasome), comme dans le cas du bactériophage lambda. Le site 
attB a, quant à lui, une structure plus simple et sa taille minimale est de 16 pb. La séquence de ce 
site n'est pas symétrique (Auvray et al., 1999b). Dans les systèmes déjà caractérisés, le site attB 
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comporte des séquences inversées imparfaitement répétées correspondant aux sites-cœur de fixation 
de la recombinase, qui lui permettent la reconnaissance de cette région et le recrutement du site 
cible au sein de la synapse. Le fait qu'aucune séquence de ce type ne soit présente sur le site attB 
utilisé par mv4, suppose que la reconnaissance de cette région et le recrutement du site par 
l'intégrase, puissent se faire par un mécanisme différent de ceux déjà décrit pour les systèmes de 
recombinaison spécifique de site impliquant des recombinases à tyrosines. Un cas similaire est 
observé chez le phage P2 qui possède un site attB où aucune séquence site cœur n’a pu être mise en 
évidence (Barreiro and Haggard-Ljungquist, 1992). 
En outre, contrairement aux autres systèmes d'intégration-excision de type lambda, la 
recombinaison catalysée par l'intégrase du phage mv4, ne nécessite pas de facteurs accessoires 
spécifique de la bactérie hôte L. delbrueckii ou du facteur IHF de E. coli. 
 Dans les systèmes d'intégration-excision de type lambda caractérisés, la recombinaison 
excisive nécessite, en plus de la recombinase, la présence d'un facteur directionnel de la 
recombinaison. A ce jour, aucun facteur de ce type n'a pas été identifié dans le système de 
recombinaison spécifique de site du phage mv4. De plus, chez les bactériophages de bactéries 
lactiques, l'existence d'une seule excisionase a été démontrée, celle du bactériophage tempéré 
TP901-1 de Lactococcus lactis, mais cette excisionase est associée à une intégrase de la famille des 
recombinases à sérine (Christiansen et al., 1996; Breuner et al., 1999). Le fait que le plasmide 
pMC1 intégré de façon spécifique dans le chromosome de la souche hôte, soit maintenu de manière 
très stable (Dupont et al., 1995; Auvray et al., 1997), suggère que le phage mv4 puisse s'exciser du 
chromosome bactérien mais que la recombinase ne soit pas capable de catalyser seule cette réaction. 
La présence d'un facteur directionnel de la recombinaison codé par le phage ou d'origine 
bactérienne pourrait aider la recombinase dans la recombinaison excisive. 
La recombinaison spécifique de site étant intimement dépendante de la régulation du choix 
entre cycle lytique et cycle lysogénique qui se fait post infection par le phage, il serait également 
judicieux de caractériser cette régulation dans le cas du bactériophage mv4. 
 64
 
 
 
RESULTATS ET DISCUSSION   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTATS ET DISCUSSION 
 
 
RESULTATS ET DISCUSSION   
Les résultats des travaux de l'étude de la lysogénie du bactériophage mv4 de Lactobacillus 
delbrueckii seront présentés en deux chapitres. Un article soumis figurera dans chacun des chapitres 
et sera précédé par une synthèse des résultats qu'elle contient et sera suivi de résultats inédits qui 
seront aussi discutés. 
Dans le premier chapitre seront présentés les travaux concernant l'étude du commutateur 
génétique régulant le choix du bactériophage mv4 entre deux cycles de vie: le cycle lytique ou le 
cycle lysogénique. 
Dans le second chapitre seront exposés les résultats obtenus quant à la caractérisation du 
facteur directionnel de la recombinaison spécifique de site du bactériophage mv4 et de son mode 
d'action dans le contrôle directionnel de la recombinaison spécifique de site de ce phage. 
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A) Caractérisation du commutateur génétique du bactériophage mv4 
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Ce chapitre décrit les travaux portant sur l'identification et la caractérisation des régulateurs, 
Rep et Tec, et des promoteurs, Prep et Ptec, du commutateur génétique du bactériophage mv4. Cette 
étude a permis de mettre en évidence un site opérateur unique et spécifique pour chacun des 
régulateurs dans la région intergénique rep-tec. Cette caractéristique est unique au sein des systèmes 
de commutation cycle lytique – cycle lysogénique. Un modèle de régulation de ce commutateur 
chez ce phage est présenté. 
 
 
Article 1 : Coddeville M., Auvray F., Mikkonen M. and Ritzenthaler P. Single independent 
operator sites are involved in the genetic switch of the Lactobacillus delbrueckii bacteriophage 
mv4. 
Soumis à Virology. 
 
 
Le bactériophage tempéré mv4 est capable d'infecter des bactéries de l’espèce Lactobacillus 
delbrueckii. Ce phage peut développer soit un cycle lytique conduisant à la lyse de la bactérie, soit 
un cycle lysogénique: il s'intégrera alors dans le chromosome de la bactérie hôte par un mécanisme 
de recombinaison spécifique de site. 
Le commutateur génétique, qui contrôle le choix entre cycle lytique et cycle lysogénique, a 
été caractérisé chez ce phage. Deux répresseurs, Rep et Tec, équivalents de λCI et λCro 
respectivement, régulent l'expression des deux opérons précoces divergents à partir de la région 
intergénique contenant les deux promoteurs, Prep et Ptec. Le point +1 d'initiation de la transcription 
de chaque promoteur a été identifié par des expériences d'extension d'amorce. Dans une souche 
lysogène pour mv4, un transcrit précoce comprenant les gènes tec, xis et ant est initié à Ptec alors 
que deux transcrits sont produits à partir de Prep, le premier contenant les gènes rep et orf-179, le 
second les gènes rep, orf-179 et int. Des fusions transcriptionnelles avec le gène rapporteur lacZ ont 
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permis de préciser le rôle respectif des protéines régulatrices Rep et Tec dans le contrôle des deux 
opérons. Surproduit dans la cellule, Tec est capable d’empêcher l’expression des deux opérons 
précoces alors que Rep réprime l’opéron tec-xis-ant mais active sa propre expression. Un motif 
hélice-tour-hélice de liaison à l’ADN a été identifié dans l’extrémité N-terminale de Rep et de Tec 
et il a été montré que Rep se lie à l’ADN sous forme de dimère, le domaine de dimérisation étant 
contenu dans les 112 derniers acides aminés. Des expériences de gel retard démontrent que chaque 
répresseur interagit avec la région intergénique au niveau d'un site de fixation unique et spécifique. 
Le site de fixation de Rep de 17pb est localisé entre les régions –10 et –35 du promoteur Ptec tandis 
que Tec se lie à l’ADN en un site complexe de 30pb en amont des régions –35 des deux promoteurs 
divergents Prep et Ptec. La présence d'un site opérateur unique et spécifique pour chacun des 
régulateurs du commutateur génétique dans la région intergénique rep-tec est originale par rapport 
aux systèmes déjà décrits. 
L'organisation de ces sites opérateurs est unique au sein des systèmes décrits à ce jour chez 
les bactériophages. En effet, selon les phages, on peut trouver de deux à cinq sites opérateurs du 
répresseur de type λCI dans cette région. Dans la majorité des cas ces sites sont reconnus par les 
deux répresseurs (type λCI et λCro) et se fixent avec des affinités respectives différentes. Cette 
organisation implique que le mécanisme de régulation qui en découle soit probablement différent et 
plus simple ("ON-OFF") que ceux des autres systèmes. C'est également la première fois qu'on ne 
trouve pas de site opérateur localisé au niveau du promoteur lysogénique. En effet, chez les phages 
Sfi21 et φ31, bien que l'on n'ait pas pu mettre en évidence d'interaction entre le répresseur de type 
λCI et le site opérateur situé au niveau du promoteur lysogénique, une séquence d'un site opérateur 
pour le répresseur de type λCI est présente au niveau du promoteur lysogénique mais 
expérimentalement aucune interaction n'a pu être mise en évidence (Bruttin et al., 2002; Durmaz et 
al., 2002). 
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Abstract 
 
The lysogeny region of the Lactobacillus delbrueckii bacteriophage mv4 contains two divergently 
oriented ORFs coding for the Rep (221 aa) and Tec (64 aa) proteins. The transcription of these two 
genes was analysed by primer extension and Northern blot experiments on lysogenic strains. The 
location of the transcription initiation sites of rep and tec in the intergenic region allowed the 
identification of the divergently oriented non overlapping promoters Prep and Ptec. Transcriptional 
fusions analysis showed that Rep negatively regulates the Ptec promoter and activates its own 
transcription, and that Tec is a negative regulator of the two promoters. As demonstrated by gel 
mobility shift assays, the repressor Rep binds to a single specific 17bp site located between the Ptec 
–10 and –35 regions whereas Tec binds to a single specific 30bp long complex operator site located 
between the two promoters. The presence of a single specific operator site for each repressor in the 
intergenic region is an unusual feature. 
 
 
Keywords: Lactobacillus, bacteriophage, lysogeny, genetic switch, CI, Cro, repressor 
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Introduction 
 
Lysogeny has been described in various Gram-positive and -negative bacteria (Campbell, 
1994; Davidson et al., 1990). A temperate bacteriophage has a choice between two different life 
cycles after infection of a permissive host bacterium. It can enter a lytic cycle or a lysogenic phase, 
transforming the host into a lysogenic bacterium in which only few phage genes are expressed. The 
existence of these two life cycles implies that the phage genome contains early promoters tightly 
regulated by their cognate regulatory proteins. 
The paradigm for the early phage promoters is represented by the PL and the PR promoters 
of E. coli bacteriophage λ. The phage λ genetic switch between the two life-styles depends 
primarily on the regulatory proteins CI and CII for the lysogenic development and Cro for the lytic 
development (Atsumi & Little, 2006; Court DL et al., 2006; Kobiler et al., 2005; Ptashne, 1992; 
Svenningsen et al., 2005). The regulators CI and Cro recognize the operator regions OL and OR 
overlapping PL and PR respectively, each containing three closely spaced and related binding sites 
of 17 bp termed operators. These sites are recognized with different affinities by the proteins CI and 
Cro. Binding of a CI dimer to OR1 turns off the PR promoter, thereby repressing the expression of 
cro and the genes that mediate the lytic development of the phage. This interaction stabilizes the 
association of a second CI dimer to the OR2 site where it activates the PRM promoter of its own gene, 
and increases its own production. As the CI concentration increases, it binds to the third operator 
site, OR3, and this prevents the transcription of its own gene. Thus, CI acts as both a positive and 
negative strong transcriptional regulator. The Cro protein competes for non cooperative binding as a 
dimer to the same operator sites but with an inverse affinity, and it's a weak repressor of PR and PL 
limiting primarily the CII synthesis from PR promoter. CII is the major regulator for the lysogenic 
development mainly by its strong activation of the CI synthesis from the PRE promoter and of the 
Int synthesis from the PI promoter.  
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 The genetic organisation of the lysogeny modules of temperate Siphoviridae phages of 
Firmicutes, especially of lactic acid bacteria (LAB), is clearly different from that of E. coli phage λ 
(Lucchini et al., 1999). Despite the presence of CI and Cro-like repressors, which are involved in 
the regulation of the lytic and lysogenic states of the LAB temperate phages, no CII-like activator 
was identified in these phages. Significative differences have been found at the molecular level in 
several temperate LAB phage repressor-operator systems characterised. The LAB phages generally 
possess only one operator region, an OR-like operator (Garcia et al., 1999; Kakikawa et al., 1998; 
2000b). This region contain (Kakikawa et al., 2000a) two divergently oriented promoters equivalent 
to λPRM, the lysogenic promoter and λPR the early lytic promoter and several related but 
nonidentical suboperators. Most of these suboperators show a dyad symmetry. CI and Cro-like 
repressors have different binding affinities for the suboperators, to which they bind as dimers. The 
CI and Cro of Tuc2009 phage bind multiple but different operator sites, two of them partially 
overlap (Kenny et al., 2006). The Cro of each TP901-1 (Johansen et al., 2003; Madsen et al., 1999) 
and Sfi21 (Bruttin et al., 2002) is involved in regulation of the genetic switch without direct binding 
to the operator region. 
 Temperate phage mv4 is representative of the most wide-spread group of Lactobacillus 
delbrueckii bacteriophages. It has a 36-kb circularly permuted genome (Lahbib-Mansais et al., 
1992). Several phage functions have been characterised, including cell lysis (Boizet et al., 1990), 
phage structural protein synthesis (Vasala et al., 1993) and site-specific integration (Auvray et al., 
1997; 1999a; 1999b; Mikkonen et al., 1996a). We report an analysis of the nucleotide sequence 
upstream from the int and orfI2 genes (Dupont et al., 1995) that contains two operons, the lysogenic 
operon and the early lytic operon, with divergently oriented promoters. The site of transcription 
initiation from both promoters was identified by primer extension experiments. We identified two 
regulatory proteins, Rep (CI-like) and Tec (Cro-like), involved in the regulation of the lytic and the 
lysogenic life cycles of phage mv4. We also characterised the operator sites of these proteins. 
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Results 
 
The phage mv4 lysogeny module contains two divergent operons. 
We analysed the nucleotide sequence of a 2165-bp BsmI-BsaBI DNA fragment located upstream 
from the previously identified integrase gene (int) and orfI2 (Dupont et al., 1995). Two divergent 
operons are present in this region: each operon consists of 3 ORFs, named rep, orfI2 and int for the 
first one, and tec, xis and ant for the second one (Fig. 1A). 
The deduced amino acid (aa) sequence of the Rep protein (221aa) presents extensive similarities 
(40% to 60%) with known CI-like repressors of temperate phages, particularly LAB phages (Fig. 
2A). 
The deduced Tec protein sequence is 64 aa long and displays high (>50%) similarity to 
characterised Cro-like repressors of the same temperate phages (Fig. 2B).  
Thus, Rep and Tec are presumably the main CI- and Cro-like repressors involved in the control of 
the phage genetic switch. 
The 56 aa Xis protein is the recombination directionality factor (RDF) of the mv4 site-specific 
recombination system (Coddeville and Ritzenthaler, submitted manuscript), and the 250 aa Ant 
protein is similar to phage antirepressors. No proteins with similarity to the 179 aa protein encoded 
by orfI2 were found in the databases. Nevertheless, its position between the rep gene and the int 
gene suggests its involvement in lysogenic conversion. 
Interestingly, in the pseudo lysogenic module of the virulent phage LL-H, closely related to mv4, 
the region corresponding to orfI2, rep, tec and xis is deleted. Only part of the integrase gene and an 
intact antirepressor gene (LL-H Orf291) remain in the LL-H genome (Mikkonen et al., 1996a; 
1996b). 
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The Rep C-terminal domain: the dimerisation domain 
The C-terminal part of many coliphage repressors (Ptashne, 1992) is involved in homodimer 
formation. We constructed protein fusions between the N-terminal domain of λCI and various C-
terminal segments of mv4 Rep. The gene constructs present on plasmids were expressed in E. coli 
under the Plac promoter and the strains producing the various proteins were tested for sensitivity to 
λHK54 (a λcI mutant) infection by cross-streaking (Table 1). The λCI N-terminal DNA binding 
domain cannot dimerize and bind to the operator sites, and consequently a strain expressing only the 
λCI N-terminal domain is sensitive to λHK54. If a λCI-mv4 Rep fusion (Table 1, line 3) confers 
immunity to λ infection, it is because the mv4 Rep segment allows stable dimerisation of λCI. The 
112 C-terminal aa of mv4 Rep (110-221) conferred such immunity (Table 1, line 5). However, 
fusions lacking the segments between positions 199 and 221 or between positions 110 and 133 of 
the Rep C-terminal domain did not confer resistance (Table 1, line 6-7); the data suggest that these 
segments are involved in stable dimerisation of λCI. 
The C-terminal domain of the Rep protein contains a conserved domain of the Peptidase S24 family 
(pfam00717), associated with LexA or λCI self cleavage activated through RecA interaction. 
Similar domains are present in the repressors of Tuc2009 (van de Guchte et al., 1994), r1t (Nauta et 
al., 1996), BK5-T (Boyce et al., 1995) and φLC3 (Blatny et al., 2001). mv4 Rep contains the 
conserved catalytic aa residues Ser and Lys, shown in the λ repressor to be involved in RecA-
mediated cleavage (Little, 1993). However, Cys-Gly replaces the widely conserved Ala-Gly at the 
cleavage site (Fig. 2). mv4 prophage can be induced in lysogenic strains by mitomycin C treatment, 
indicating that RecA might be involved in mv4 repressor self inactivation. 
 
Location of the promoters of the rep and tec genes 
The 160-bp between rep and tec genes contains two putative divergently oriented non overlapping 
promoters, Prep and Ptec (Fig. 1B). 
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The transcription initiation sites of rep and tec were determined by primer extension mapping with 
RNA isolated from the lysogenic L. delbrueckii strains (LT4 and LKT8) and their corresponding 
non lysogenic strains (LT4c and LKT). The two putative promoters, Prep and Ptec, were confirmed: 
the extension products indicated that the transcription start site for Prep and for Ptec are the A marked 
+1 in Fig. 3. The two transcriptional start sites are therefore separated by 100 bp. There are putative 
–10 and –35 promoter regions upstream from each of these transcription initiation start points (Fig. 
1). Both of the –10 regions conforms to the Pribnow box consensus sequence at five of the six 
positions, but the Prep –35 region is less similar (3/6) than the Ptec –35 region (5/6) to the Gram-
positive –35 region consensus sequence (Helmann, 1995). The two –10 and –35 regions are 
separated by 17-bp and the two –35 boxes by 30 bp. 
 
Transcript analysis in lysogenic bacteria 
Two independent mv4 lysogens were used for transcript analysis: L. delbrueckii strain LT4, the 
strain from which the phage was isolated, and L. delbrueckii strain LKT8, a lysogenized derivative 
of strain LKT. The mv4-cured strain LT4c and strain LKT were used as non-lysogenic controls. 
Northern blotting using probes specific for rep or tec revealed three different mRNAs in the strains 
LKT8 and LT4, two hybridising with the rep probe and one with the tec probe (Fig. 4). No 
hybridising mRNA was found in the non-lysogenic strains, so the transcripts detected were phage 
specific. The mRNAs hybridising with the rep probe were approximately 2.4-kb and 1.4-kb long 
and seem to correspond to the transcription of rep, orfI2 and int genes and to the transcription of rep 
and orfI2 respectively. The 2.4-kb transcript is the major transcript in the lysogenic cell. 
The mRNA hybridising with the tec probe was approximately 1.55-kb and probably corresponds to 
the transcription of tec and of the downstream genes xis and ant. 
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Each Rep and Tec bind in vitro to a single specific operator site in the intergenic region 
The N-terminal parts of Rep and Tec proteins contain a helix-turn-helix (HTH) domain, thereby 
placing them in the family of DNA binding HTH proteins (Fig. 2). We tested the Rep and Tec 
proteins for their ability to bind to DNA sequences in intergenic region between rep and tec. This 
region does not contain multiple, direct or inverted repeats. A series of overlapping PCR products 
that covered the postulated genetic switch region (Fig. 5A) were used in gel electrophoretic 
mobility shift assays (GEMSA) with cell extracts of E. coli DH5α[pMPM-Trep] containing Rep or 
[pMPM-Ttec] containing Tec (Fig. 5B). Cell extracts of DH5α[pMPM-T3] were used as the 
negative control and all experiments were conducted in the presence of excess heterologous DNA 
(dIdC). The minimal overlap of retarded PCR fragments indicated one specific binding site (17 bp 
imperfect inverted repeat CCCCGTTCTAGACCGGG; ORep) for Rep between the –10 and –35 
regions of the Ptec promoter and one specific complex binding site (30 bp; OTec) for Tec between the 
two –35 regions of the two promoters (Fig. 5 and 1B). No cooperativity between Rep and Tec was 
detected when they were both added to fragments containing full or partial binding sites, and the 
binding of one repressor did not prevent the binding of the other (Fig. 5B). We performed gel shift 
assays with cell extracts of E. coli DH5α[pMPM-TΔrep] containing a Rep protein from which the 
C-terminal domain had been deleted: no gel shift was observed, showing that the truncated Rep 
protein was unable to bind to its operator site (Fig. 5B). This was presumably because dimers could 
not form, consistent with the findings with fusions between the λCI N-terminal domain and the mv4 
Rep C-terminal domain. Rep or Tec did not bind irrelevant control DNA. The sequence specific 
binding and the absence of other binding sites for Rep or Tec between the promoters was tested by 
competitive GEMSA: the competition of the short unlabelled 29 bp MseI-HincII or the 62 bp F9F11 
fragments is comparable with that of the 211 bp unlabelled DNA fragment, when used against the 
labelled 211 bp F7Frep fragment (data not shown). No additional binding site was identified in the 
switch region including tec and rep by GEMSA (data not shown) and  no sequence similar to ORep 
and OTec was detected by sequence analysis in the mv4 genome. 
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Rep is a negative regulator of Ptec and an activator of Prep  
We tested for transcriptional regulation of Ptec and Prep by Rep. We constructed lacZ transcriptional 
fusions with each promoter and introduced them into an heterologous host, E. coli MC1061, the L. 
delbrueckii strains used in this study are not transformable. A single copy of the fusions (rep+, Ptec-
lacZ) and (tec+, Prep-lacZ) (Fig. 6A) were integrated into the E. coli MC1061 chromosome, to give 
Lys10 and Lys2 strains respectively. Other translational fusions Prep-(3aa)rep'-lacZ and Ptec-
(36aa)tec'-lacZ were inserted into a multicopy vector, pNM480, to give pNM483 and pNM484 
respectively, and used to transform E. coli MC1061. With the fusion Prep-lacZ, the β-galactosidase 
activity was much lower than that with the fusion Ptec-lacZ (Fig. 6B), suggesting that the basal 
transcriptional activity of Ptec is stronger than that of Prep. When the rep gene was provided in trans 
on a multicopy plasmid (pMPM-Trep) in the Lys10 strain, the β-galactosidase activity was 
repressed 28 fold (Fig. 6C). A qualitatively similar effect was observed when rep was provided in 
trans in strain MC1061[pNM484] (Fig. 6C). Thus, Rep negatively regulates the Ptec promoter. 
When rep was provided in trans on a multicopy plasmid in the Lys2 strain or in 
MC1061[pNM483], the β-galactosidase activity was stimulated 34 fold and 2 fold, respectively 
(Fig. 6C). Thus, Rep seems to be an activator of its own transcription. 
 
Tec is a negative regulator of Ptec and Prep  
We next studied the role of Tec in the regulation of the genetic switch. We assayed β-galactosidase 
activity from Lys10 (rep+, Ptec-lacZ) and Lys2 (tec+, Prep-lacZ) strains with or without the tec gene 
provided in trans on a muticopy plasmid (pMPM-Ttec) (Fig. 6B). The β-galactosidase activity was 
repressed 320 fold and 3 fold, respectively, in the presence of Tec (Fig. 6C). Tec is thus a negative 
regulator of the Ptec and Prep promoters.  
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Discussion 
 
We report that the mv4 lysogeny region is constituted of two operons transcribed from two 
divergently oriented promoters: Prep and Ptec. The lysogenic operon transcribed from Prep, is 
composed of three ORFs: rep, coding for a λCI-like repressor called Rep, orfI2 encoding a protein 
of unknown function and int encoding an integrase. The early lytic operon transcribed from Ptec, 
consists of at least three ORFs: tec, coding for a λCro-like repressor named Tec, xis encoding an 
excisionase and ant encoding a putative antirepressor. 
The genetic switch, rep-tec, of mv4 resembles the lambda cI-cro region: two divergent 
regulatory genes with Prep presumably the equivalent of λ PRM, the lysogenic promoter, and Ptec the 
equivalent of λ PR, the early lytic promoter. Rep and Tec appear to play the same roles as CI and 
Cro: Rep protein represses transcription from Ptec and seems to activate its own transcription at Prep 
and the Tec protein prevents transcription from both promoters. 
However, the mv4 system has a different number and organisation of the DNA binding sites 
for Rep and Tec in the intergenic region: each regulatory protein possesses its own single and 
distinct operator site. This is the first description of totally independent and single binding sites for 
regulators of the lysis-lysogenic switch. Regulation of the lysis-lysogenic switch of the lactococcal 
phage Tuc2009 involves different binding sites for each repressor but some of these sites partially 
overlap (Kenny et al., 2006). The presence of only one exclusive site for each repressor in this 
region suggests that the regulation of the mv4 lysis-lysogenic switch might be less complex than 
other characterised systems. 
The two-fold rotational symmetric structure of the Rep operator site (ORep) and its size (17 
bp) suggest that Rep binds in a dimeric form. We confirmed that Rep possesses a dimerization 
domain at its C-terminal extremity and showed that the deletion of this domain abolishes its DNA 
binding ability. The location of the Rep operator between the -10 and -35 regions of Ptec explains 
both how Rep can prevent the transcription of the early lytic operon and also activate its own 
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expression. The activation does not seem to be dependent on the Rep concentration and is observed 
even at high Rep concentrations. The presence of a single ORep in the intergenic region could 
explain this observation. This is a significant difference with the λCI model in which the 
progressive occupation of the three subsites in OR in function of the increasing concentration of CI, 
lead first to activation and then to inhibition of transcription from λ PRM. It also contrasts with 
Tuc2009 (Kenny et al., 2006), TP901-1 (Johansen et al., 2003; Madsen et al., 1999) and φg1e 
(Kakikawa et al., 2000b) phages, where the CI-like repressor downregulates the two promoters. 
This is the first description of activation of the lysogenic promoter by the CI-like repressor in LAB 
phages, other than in φLC3 where Orf286 activates the P1 promoter but only when the Orf76 protein 
(Cro-like) is present. In the absence of Orf76 protein, Orf286 represses the P1 promoter (Blatny et 
al., 2003). In the mv4 system, Rep activates Prep in presence or in the absence of Tec but we can not 
exclude that the presence of Tec could enhance the activation of Prep. On the contrary, Tec protein 
seems to function as a repressor of both promoters as the Cro-like protein of many, but not all, LAB 
phages. 
The characteristics of the Tec operator site (OTec) are different from those of ORep. It is 
longer (30 bp) and covers the space between the -35 regions of the two promoters entirely. It has a 
more complex structure with a 7-bp sequence repeated three times, two of them inverted and 
showing two-fold rotational symmetry. The structure of the operator site is compatible with the 
supposition that Tec binds as a dimer as most of phage Cro-like proteins. Tec prevents RNA 
polymerase from reaching Prep and Ptec by binding to OTec, totally distinct from ORep, probably by 
steric hindrance or DNA bending. This contrasts with λCro which negatively controls λ PRM and λ 
PR by binding to the same three subsites of OR as λCI but with an inverse affinity. 
The lysis-lysogeny switches in Firmicute bacteriophages seem to have a conserved 
organisation, and their λCI-type and λCro-type repressors share similar biochemical characteristics 
and operate in the same way as in the phage λ genetic switch. However, the molecular mechanisms 
regulating these switches are diverse in the various systems described: A2 (Garcia et al., 1999), 
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φgle (Kakikawa et al., 2000a; 2000b), r1t (Nauta et al., 1996), TP901-1 (Johansen et al., 2003), 
Sfi21 (Bruttin et al., 2002), φLC3 (Blatny et al., 2003) and Tuc2009 (Kenny et al., 2006). The 
operator site arrangement of the mv4 system differs from those in the lambdoïd coliphages and in 
LAB phages, in that there is only a single specific binding site for each repressor. The mv4 
regulatory mechanism is in some ways similar to that of Tuc2009, particularly concerning the 
presence of different binding sites for CI-like and Cro-like repressors. This single operator site for 
each of the CI-like repressor and Cro-like repressor in the intergenic region is unusual for LAB 
phages. The other phages investigated contain at least two (r1t, Tuc2009, TP901-1, φLC3) and up to 
five (φg1e) CI operator sites in the intergenic region. An additional operator site is within the 
coding region of the cro-like gene in most LAB phages including r1t, Tuc2009, TP901-1, φLC3  
and Sfi21, but no additional operator site was identified in the mv4 genome. Distantly located 
operator sites are common in bacterial metabolic operons and in phages infecting Gram-negative 
bacteria. The interactions between the regulatory proteins and these sites lead to DNA looping and 
bending that contribute to the regulatory mechanism, as is the case for the regulation of the DNA 
metabolism (Matthews, 1992) and for the regulation of the switch in both phage λ and phage 186 
(Dodd et al., 2001; 2004; Dodd & Egan, 2002; Revet et al., 1999). 
Transcripts corresponding to the two operons were detected in the mv4 lysogenic strains. In 
the standard phage genetic switch model, these transcripts do not coexist in the same lysogenic cell: 
only the lysogenic operon is transcribed whereas the early lytic operon is repressed. In our case, the 
RNA extracted from the lysogenic strains probably came from a mixture of two cell populations 
coexisting in the same culture. Mature phage particles can be detected in the supernatant of mv4 
lysogenic strain cultures: 105 phages/ml with strain LKT8 and 102 phages/ml with strain LT4 
(Dupont, 1994). The presence of phage resulted from spontaneous prophage induction in some cells 
of the bacterial culture; this induction of the phage lytic cycle in these cells obviously leads to the 
synthesis of RNA transcripts of the early lytic operon. 
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The mv4 lysogeny module organisation is similar to that of other temperate Siphoviridae 
phages of Firmicutes. Comparative analysis has revealed the presence in the early lytic operon of 
one conserved gene encoding a putative antirepressor (Lucchini et al., 1999). This gene, ant, is 
present in the mv4 early lytic operon and seems to be expressed from Ptec in the 1.55 kb transcript. 
However the involvement of the 250 aa Ant protein in the regulation of the genetic switch, in 
addition of the main regulators Rep and Tec, has not yet been demonstrated. 
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Materials and Methods 
 
Bacterial strains, bacteriophages and growth conditions. The bacterial strains and the 
bacteriophages used in this study are listed in Table 2. L. delbrueckii strains were grown at 37°C in 
MRS medium (DeMan et al., 1960). E. coli was grown at 37°C in Luria-Bertani broth (Difco 
Laboratories, Detroit, Mich.) or on LB broth solidified with 1.5% (w/v) agar. Ampicillin, 
erythromycin, kanamycin, IPTG and Xgal were used at concentrations of 100 μg/ml, 150 μg/ml, 25 
μg/ml, 1 mM, and 40 μg/ml, respectively. 
 
DNA techniques. DNA techniques were performed essentially as described by Sambrook et al. 
(Sambrook et al., 1989). Restriction enzymes, Klenow polymerase, Vent polymerase, T4 
polynucleotide kinase, and T4 DNA ligase were purchased from either Roche Molecular 
Biochemicals (Mannheim, Germany) or New England Biolabs (Beverly, Mass.) and used as 
recommended by the suppliers. 
E. coli was electrotransformed by use of a gene pulser device (Bio-Rad, Richmond, Calif.) 
according to the manufacturer's recommendations. 
E. coli plasmid DNA was isolated by use of a Qiaprep spin kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) 
according to the manufacturer's instructions. Total DNA of L. delbrueckii and E. coli was obtained 
as described previously (Dupont et al., 1995). 
For nucleotide sequence analysis, the dideoxynucleotide chain-termination method (Sanger et al., 
1977) was used with the T7 sequencing kit (Pharmacia) and end-labelled primers. 
 
Plasmids construction. The plasmids used in this work are listed in Table 2 (Eurogentec, 
Seraing, Belgium). A 796-bp PstI PCR fragment containing the rep gene was amplified from mv4 
DNA using the F5 and F2 primers and cloned at the PstI site in pTZ19R, giving pTZF5F2. The 
814-bp SalI/HindIII fragment (containing the rep gene) of pTZF5F2 was ligated to the 3,681-bp 
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SalI-HindIII fragment of pMPM-T3 to give pMPM-Trep or to the 2,372-bp SalI-HindIII fragment 
of pCL52 to give pCLrep (in these plasmids rep is expressed from plac). The 245-bp EcoRI/BamHI 
PCR fragment amplified from mv4 DNA using the tec1 and tec2 primers was ligated to the 2,369-
bp EcoRI/BamHI fragment of pCL52 to give pCLtec or to the 3,678-bp EcoRI/BamHI fragment of 
pMPM-T3 to give pMPM-Ttec (in these plasmids tec is expressed from plac). The 4,187-bp BclI 
fragment from pMPM-Trep was self-ligated to give pMPM-TΔrep. A 1,017-bp PstI PCR fragment 
containing the rep gene and the Prep and Ptec promoters was amplified from mv4 DNA using the F0 
and F2 primers and cloned at the PstI site in pTZ19R, giving pTZF0F2. The 956-bp EcoRI/BamHI 
PCR fragment, amplified from pTZF0F2 using the Universal and F7 primers, was ligated to the 
12,447-bp EcoRI/BamHI fragment of pRS550 to give pRSUF7. The 393-bp EcoRI/BamHI PCR 
fragment (containing the tec gene and the Prep and Ptec promoters) amplified from mv4 DNA using 
the tec2 and Frep primers was ligated to the 12,447-bp EcoRI/BamHI fragment of pRS550 to give 
pRStec2Frep. The 284-bp PstI PCR fragment was amplified from mv4 DNA using the F0 (located 
in tec) and F6 (located in rep) primers and was ligated to the 8,572-bp PstI fragment of pNM480 to 
give pNM483. The 285-bp EcoRI/PstI PCR fragment was amplified from mv4 DNA using the F0 
and Frep (located in rep) primers and was ligated to the 8,544-bp EcoRI/PstI fragment of pNM481 
to give pNM484. All clonings were performed in E. coli DH5α, except pRSUF7 and pRStec2Frep 
which were constructed in LLB1 strain. 
 
Construction of chromosomal transcriptional lacZ fusions in E. coli. The LLB1 strain 
transformed with pRSUF7 or pRStec2Frep was infected with phage λRS45. The corresponding 
lysates were used to infect MC1061 strain. Kanr, Amps lysogenic strains were screened to give 
respectively Lys10 and Lys2. The integration of each recombinant phage was confirmed by 
Southern hybridisation of PFGE-separated chromosomal restriction fragments (Le Bourgeois et al., 
1995). 
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Assay of β-galactosidase activity. The activity of  β-galactosidase was determined according to 
Miller (Miller, 1972), and specific activity was calculated in Miller units. 
 
Gel electrophoretic mobility shift assay (GEMSA). The preparation of cell-free extracts of E. 
coli, were performed as described previously (Auvray et al., 1999a). The primers was end-labelled 
by using polynucleotide kinase and [γ-33P]-ATP (Amersham) (Sambrook et al., 1989) before 
amplification of the 211-bp F7-Frep, 31-bp F9-F15, 126-bp F7-F12, 46-bp F9-F12 DNA fragments. 
The 126-bp F7-F12 fragment was digested with MseI and the 65-bp and 59-bp resulting fragments 
were purified from acrylamide gel and named F7-MseI and MseI-F12 respectively. The 46-bp F9-
F12 fragment was digested with HinfI and the 34-bp resulting fragment was purified from 
acrylamide gel and named HinfI-F12. The 29-bp MseI-HincII fragment was purified from 
acrylamide gel after amplification with the F7 and F15 primers in presence of [α-32P]-dATP and 
digestion with MseI and HincII enzymes. DNA binding reactions were performed in 20 μl reaction 
volume containing 6 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM NaCl, 18 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.2% glycerol, 
2 μg poly (dIdC), 105 cpm of probe (30ng) and 3 μg of cell-free extract for 10 min at room 
temperature before electrophoresis. Protein-DNA complexes were separated on a 6% non-
denaturing polyacrylamide gels. The gels were run in TBE buffer (0.1 M Tris-HCl pH 8, 0.1 M 
borate, 0.7 mM EDTA). The radioactive compounds were detected with a bioimaging analyser 
BAS1000 system (Fuji Photo Film Co., Tokyo, Japan) and analysed with Tina version 2.07c 
software (Raytest Isotopenmeβgeräte GmbH, Straubenhardt, Germany) and/or by autoradiography 
after exposure of the gels to Kodak Biomax MS film at room temperature. 
 
Isolation of RNA. RNA was isolated from exponentially growing L. delbrueckii LT4, LT4c, LKT 
and LKT8 cells cultivated in MRS medium at 37°C. At an OD600 of 0.5, the culture was added to 2 
volumes of RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and the RNA was 
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isolated using the RNeasy Midi Kit of Qiagen, using the enzymatic lysis (25mg/ml lysozyme) with 
mechanical disruption protocol. 
 
Primer extension transcript mapping. F17 and F0 primers were end-labelled by polynucleotide 
kinase and [γ-33P]-ATP (Amersham) (Sambrook et al., 1989) and used with total RNA (25 μg) 
isolated from L. delbrueckii subsp. bulgaricus LT4 and LT4c and L. delbrueckii subsp. lactis LKT 
and LKT8 in primer extension reactions performed as recommended by Gibco-BRL with the 
SuperScriptTM II Rnase H- reverse transcriptase. The primer extension product was electrophoresed 
next to a DNA sequencing reaction using phosphorylated end-labelled appropriate primer. 
 
Northern blotting. Aliquots (40μg) of total RNA were incubated for 5 min at 70°C in 50% (v/v) 
deionized formamide, 2.5 M formaldehyde, 0.1 mg ethidium bromide ml-1 and 1x MOPS buffer (40 
mM MOPS, 10 mM sodium acetate, 1 mM EDTA, pH 7) prior to electrophoresis on 1.2% (w/v) 
agarose gels containing 0.75 M formaldehyde. Gel and electrophoresis solutions were buffered with 
1x MOPS buffer containing 2.5 M formaldehyde. Gels were blotted onto Hybond N+ membranes 
(Du Pont) by capillary transfer (Sambrook et al., 1989). RNA standard markers (0.24 kb-9.5 kb, 
0.155 kb-1.77 kb; Gibco-BRL) were loaded on each gel and used for estimation of transcript sizes. 
 
Preparation of DNA probes and hybridization conditions. Probes used in Northern analysis 
were synthesized by PCR on mv4 DNA. S2 and tec2 primers were end-labelled by using 
polynucleotide kinase and [γ-32P]-ATP (Amersham) (Sambrook et al., 1989) before amplification of 
the 244-bp Tec probe using tec1 and tec2 primers and the 415-bp Rep probe using S2 and F5 
primers. Hybridizations were performed as described by Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989). 
 
Plasmid construction for the dimerisation assay. Plasmids expressing λ repressor fusions were 
constructed in the following way: the GCN4 LZ sequence of pJH370 (Hu et al., 1990) was replaced 
RESULTATS ET DISCUSSION : LE COMMUTATEUR GENETIQUE  
 87
by the C-terminal mv4rep sequences (Table 1; mv4RepCt) produced by PCR amplification with 
appropriate primers in order to introduce the required SalI/BamHI restriction sites and a suitably 
placed termination codon. The 342-bp SalI/BamHI PCR fragment was amplified from mv4 DNA 
using the rep-2 and rep-r1 primers and was ligated to the 5,032-bp SalI/BamHI fragment of pJH370 
to give pJHrep112. The 270-bp SalI/BamHI PCR fragment was amplified from mv4 DNA using the 
rep-3 and rep-r1 primers and was ligated to the 5,032-bp SalI/BamHI fragment of pJH370 to give 
pJHrep87. The 275-bp SalI/BamHI PCR fragment was amplified from mv4 DNA using the rep-2 
and rep-r2 primers and was ligated to the 5,032-bp SalI/BamHI fragment of pJH370 to give 
pJHrep88. The recombinant plasmids were verified by sequencing (Genome Express SA). Plasmids 
pZ150 (vector), pKH101 (λCINt) and pFG157 (λCI) were used as controls for infection tests (Hu et 
al., 1990). 
 
Lambda infection tests. Plasmids expressing the λ repressor fusion proteins were introduced in 
E. coli JH372 cells. The sensitivity of the transformant cells to the cI- λKH54 phage (Hu et al., 
1990) was tested at 37°C by cross-streaking. 
 
Sequence accession number. These sequences data have been submitted to the GenBank 
databases under accession number AF182207 (nucleotide 4335 to 6500), AAG31331 (Rep) and 
AAG31347 (Tec). 
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Figure Legends 
 
Fig. 1: The genetic switch region of mv4 genome. 
(A) Genetic organisation of the lysogeny region containing the rep and tec genes. (B) Annotated 
DNA sequence of the intergenic region containing the divergent promoters Prep and Ptec. The 
transcription initiation starts as determined by primer extension analysis are in bold and annotated 
+1. The location of –10 and –35 promoter regions deduced from primer-extension experiments are 
boxed. The start codons of rep and tec are indicated with uppercase letters. The putative Rep and 
Tec binding sites are indicated in grey bold uppercase letters; the arrows indicate the inverted or 
direct repeats. 
 
Fig. 2: DNA sequence surrounding the mv4 rep and tec ORFs. 
A DNA region of 1-kb containing rep and tec (see Fig.1) was shown with their deduced amino acid 
sequences. Stop codons are indicated with (*), putative ribosome binding sites (RBS) with bold 
lower letters, inverted or direct repeats and primers with arrows and repressors binding sites with 
grey letters. 
 
Fig. 3: Primer extension mapping of the Prep and Ptec promoters. 
Electrophoretic separation of extension products and dideoxy nucleotide sequencing products using 
the phosphorylated end-labelled primer F17 or F0. Extension reactions were performed on RNA 
isolated from lysogenic L. delbrueckii LT4 and LKT8 strains and from their non lysogenic 
derivatives LT4c and LKT. Lines G, A, T and C contain the four dideoxy nucleotide sequencing 
products. Sense-strand sequences immediately flanking the transcription start are shown on the left 
and on the right. The Pribnow box and transcription start of Prep and Ptec are marked with –10 and 
+1, and +1 corresponds to nucleotide 5746 and 5646 respectively in the EMBL entry. 
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Fig. 4: Northern blot of total RNA isolated from the lysogenic L. delbrueckii LT4 and LKT8 
and their non lysogenic derivatives LT4c and LKT strains. 
RNA was isolated from cells growing exponentially in MRS medium. Hybridization was performed 
using specific probes of rep and tec. Arrows at the right side of the blots indicate positions and sizes 
(kb) of the observed transcripts as estimated from the RNA standard markers on the left side. 
 
Fig. 5: Location of the DNA binding sites of Rep and Tec. 
(A) Summary of gel shift assays using cell extracts containing Rep or Tec and DNA segments from 
the genetic switch region represented by 22 PCR products. Bound PCR fragments with one or the 
other protein are marked with a (+), non-bound DNA are marked with a (-). The location of the 
operator sites ORep and OTec was deduced from the comparison of the results of all gel shift assays 
and are indicated by a light grey or a dark grey rectangles respectively. (B) Gel shift analysis using 
the radiolabelled PCR fragments described in A (grey squared), incubated with the buffer control 
(line T), the cell extracts of DH5α containing  [pMPM-T3] (line pMPM-T3), [pMPM-TΔrep] (line 
Δrep), [pMPM-Trep] and/or [pMPM-Ttec] (lines Rep, Tec and Rep+Tec). In all reactions, the same 
amount of cell extracts was added (150µg/ml). The samples were separated on a non-denaturing 
polyacrylamide gel. The position of free DNA probe is marked with a (*). 
 
Fig. 6: Analysis of the activity of Prep and Ptec promoters in the presence and absence of Rep 
or Tec in E. coli. 
A: The analysed Lys10 and Lys2 E. coli lacZ chromosomal fusions and pNM483 and pNM484 
plasmid translational lacZ fusions. B: β-galactosidase specific activity (Miller units) of the 
chromosomal fusions or of the plasmid fusions, in the presence or in the absence of rep or tec in 
trans. All experiments were repeated independently 5-7 times. Standard deviations ranged from 3-
5%. C: Repression or activation factor by Rep or Tec on the expression of the lacZ fusions. 
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Table 1 In vivo chimeric repressor dimerisation assay 
plasmid    λCI fusiona     sensitivity to λKH54 
pZ150   /      sensitive 
pFG157   λCI      immune 
pKH101   λCI Nt      sensitive 
pJH370   λCI Nt-LZGCN4    immune 
pJHrep112  λCI Nt-mv4Rep Ct 110-221   immune 
pJHrep88   λCI Nt-mv4Rep Ct 110-199   sensitive 
pJHrep87   λCI Nt-mv4Rep Ct 133-221   sensitive 
a Nt correspond to the CI N-terminal domain and Ct to the mv4Rep C-terminal domain 
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Table 2: Bacteriophages, bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain/phage/plasmid Relevant characteristics      Reference/source 
Strains 
E. coli 
MC1061  FaraD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 Δ(lac)X74  (Minton, 1984) 
rpsL(Strr) hsdR2(rK- mK+) mcrA mcrB1 
DH5α  F- φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 λ-  Life Technologies 
hsdR17(rK- mK+) deoR thi-1 supE44 recA1 gyrA96 relA1 
JH372  MC1061 F'128 lacIq lacZ::Tn5/(λ202)    (Hu et al., 1990) 
LLB1  TG1 pcn5zad::tek      Lautier, Le Bourgeois 
Lys2  Kanr, MC1061::λRS::tec-Ptec-PreplacZ    This study 
Lys10  Kanr, MC1061::λRS::rep-Prep-PteclacZ    This study 
L. delbrueckii 
LT4  CNRZ 448, lysogenic strain for phage mv4   (Cluzel et al., 1987) 
LT4c  Prophage cured LT4 strain     (Lahbib-Mansais et al., 1988) 
LKT  Propagating strain for phage mv4    (Cluzel et al., 1987) 
LKT8  LKT lysogenic strain for mv4     (Lahbib-Mansais et al., 1988) 
Bacteriophages 
mv4   temperate phage isolated from LT4 strain   (Cluzel et al., 1987) 
λKH54  λ deleted for cI gene      (Blattner et al., 1974) 
λRS45  bla'-lacZSC; imm21 ind+      (Simons et al., 1987) 
Plasmids 
pCL52  Emr, 2.4 kb cloning vector, colE1 replicon   (Campo et al., 2002) 
pCLrep  Emr, 3.2 kb, pCL52 with rep gene cloned at the SalI and This work 
HindIII sites 
pCLtec  Emr, 2.6 kb, pCL52 with tec gene cloned at the EcoRI and This work 
BamHI sites 
pMPM-T3  Tcr, 3.7 kb cloning vector, P15A replicon   (Mayer, 1995) 
pMPM-Trep  Tcr, 4.5 kb, pMPM-T3 with rep gene cloned at the SalI and This work 
HindIII sites 
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pMPM-Ttec  Tcr, 3.9 kb, pMPM-T3 with tec gene cloned at the EcoRI This work 
and BamHI sites 
pMPM-TΔrep Tcr, 4.2 kb, pMPM-Trep with the BclI fragment deleted  This work 
pRS550  Apr, Kanr, 12.5 kb promoter-probe vector containing  (Simons et al., 1987) 
promoterless lacZYA, pBR322 (pMB1) replicon 
pRSUF7  Apr, Kanr, 13.4 kb, pRS550 with the intergenic region and This work 
   rep gene cloned at the EcoRI and BamHI sites 
pRStec2Frep  Apr, Kanr, 12.8 kb, pRS550 with the intergenic region and This work 
   tec gene cloned at the EcoRI and BamHI sites 
pJH370  Apr, 5.1 kb, colE1 replicon, fusion between the λCI Nterm (Hu et al., 1990) 
domain and the LZ domain of GCN4 under lacUV5 promoter 
(λCINtLZGCN4) 
pZ150  Apr, 4.86 kb, colE1 replicon     (Zagursky and Berman, 1984) 
pKH101  Apr, colE1 replicon, contains the N-terminal DNA  (Hu et al., 1990) 
binding domain of CI (1-102) (λCINt) 
pFG157  Apr, colE1 replicon, contains λcIind1 (λCI)   (Hu et al., 1990) 
pJHrep112  Apr, 5.38 kb, pJH370 with the last 112 amino acids of rep This work 
cloned at the SalI and BamHI sites (λCINtmv4Rep110-221) 
pJHrep87  Apr, 5.3 kb, same to pJHrep112 without the first 24 amino This work 
acids cloned at the SalI and BamHI sites 
(λCINtmv4Rep133-221) 
pJHrep88  Apr, 5.31 kb, same to pJHrep112 without the last 24 amino This work 
acids cloned at the SalI and BamHI sites 
(λCINtmv4Rep110-199) 
pNM480, 481 Apr, 8.6 kb promoter-probe vector containing promoterless (Minton, 1984) 
lacZY, colE1 (pUC8) replicon 
pNM483  Apr, 8.86 kb, pNM480 with the Prep-lacZ fusion cloned at This work 
the PstI site 
pNM484  Apr, 8.83 kb, pNM481 with the Ptec-lacZ fusion cloned at This work 
the PstI and EcoRI sites 
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 A                                                 H     T     H 
 
Sal2 CI        MPR--TELTPQDKEYKKVISATLNELLQLSGKKQIDITRQTGIPASTLTGYFK-GTRLPSPVNVQKLADFFNVLKSDVDPRFKKISES-D 
Ej-1 CI        MARGRGKLTPQDKEDMKVFSANLNAILSDRNCKQVELSRATGIPASTLTGYVK-GTSLPIPGNVQKIADYFGVLKSTLDPRFASEDPSIE 
mv4 REP        MPR--ANYTPQEKQLKSVIAGNLNALLSKTAYKKADVVRQTGISESTVYDYFN-GKVLPSPKNVEKLADFFRVSNEEIDPRFATMPEN-- 
Tuc2009 CI     ---------MVIEQINKYVGSKIKDYRKSFGLSQEELAKKIGVGKTTISNYEV-GIRSPKKPQLIKLSEVFDVAIDDFFPQTDSTRM--N 
r1t Rro        -----------MKKIR--LPEMIDYFRKENGWTMKEFGEKLGKSESAISKWIK-GVRSPMVEDFDKMVNLFNTDPETLMYGA-S-----D 
BK5-T CI       MGMGRSKLTPREEALKPIIAGNIKKYLDKFNKKPADLQRGTGIAQSTISDYTS-GKTLVNPGNVEKIASFFGILKSDIDPRFSDEWVSEN 
B. cereus LexA --------------MKK--AEVVTRLIKEAGYSKRAFAEKIGLPPTTLQSMLSRGIGKASVDNVIKVCKGLGITTDDLERLATQ------ 
λ CI           MSTKKKPLTQEQLEDARRLKAIYEKKKNELGLSQESVADKMGMGQSGVGALFN-GINALNAYNAALLAKILKVSVEEFSPSIAR------ 
 
 
Sal2 CI        TDGLRIRLLSKYEKLNTENKKKVVDYADNKLKDQKRQ-Q--NKIHPINEN--------------------------D--NTYYVDVLGSV 
Ej-1 CI        ITPTTSPIQSIYDQLAPPRQGKVLTFAERQLDEQKNEDK--TKVNEVSENIIRL-------------------DDYR--QTTYRRVTGVV 
mv4 REP        -------------------------------------------MVPVDQS-----------------------------HLVKIPLIGHI 
Tuc2009 CI     VSSILSEINKISSQLEEPRQKIVLNTATNQLDEQNQEKKKESKVIPINKIPDDLPPYISRKILENFIMPSNTMEYEPDEDMVDVPILGRI 
r1t Rro        LSTTLSEINKISSQLEEPRQKVVLNTANNQLDEQNQEKKKESKVIPINKIPDDLPPYISRKILENFVMPTNTMEYEADEDMVDVPILGRI 
BK5-T CI       EFPIIEKTIDAMKQLEEPRQKVVLNTATNQLDEQNQEKKKESKVIPINKIPDDLPPYISRKILENFVMPTNTMEYEPDEDMVDVPILGRI 
B. cereus LexA --------------------E--DNTVKEEVS----------IYETIQNDQS---------------------------NIIYIPIIGSV 
λ CI           ----------------------EIYEMYEAVS-----------MQPSLRS------------------------------EYEYPVFSHV 
 
 
Sal2 CI        SAGTGEWLTDEQH---EEVMVNNE--PPAHDFALRVNGDSMTP------IFSDGQIIYVNKIYDTEEVRNNQFVIAELNGDSYV--KKIV 
Ej-1 CI        SAGSGSIQDDDLD---MEVSFYEDEIPDNYDAIAYVVGNSMEP------KIKNGDYLFIK---NTPQVDYNTIGIFQVDGANYV--KKLR 
mv4 REP        ACGEPITADQNIEG--YITEYFPDHVDPDSIFALKCEGDSMEP------YILDGDIAYIR---QQPEVEDGEIAAVLVDGDTRASLKRVK 
Tuc2009 CI     AAGLPLDAVENFDG--TRPVPAHFLSSARDYYWLMVDGHSMEP------KIPYGAYVLIE---AVPDVSDGTIGAVLFQDDCQATLKKVY 
r1t Rro        AAGLPLDAVENFDG--TRPVPAHFLSSARDYYWLMVDGHSMEP------KIPYGAYVLIE---AVPDVSDGTIGAVLFHDDCQATLKKVY 
BK5-T CI       AAGLPLDAVENFDG--TRPVPAHFLSSARDYYWLMVDGHSMEP------KIPYGAYVLIE---AVPDVTDGTIGAVLFHDDCQATLKKVY 
B. cereus LexA AAGTPILAEENIEG--YLPMLSTFLNKRKKYFYLTVKGTSMNL------EFPDGSYVLVE---ETPYVENGQIAVVKVNG-YDATVKKIS 
λ CI           QAGMFSPELRTFTKGDAERWVSTTKKASDSAFWLEVEGNSMTAPTGSKPSFPDGMLILVD---PEQAVEPGDFCIARLGG-DEFTFKKLI 
 
                **                                    *                                              *    
 
Sal2 CI        FDDNRKNCRLISLNKKYADIEIK---KSDDFKIVGVVII--------- 
Ej-1 CI        QG------YLESLNPDYEDIHLD---ESNDIRIIGEVVSIYRDK---- 
mv4 REP        KVGNQV--FLLPDNPHYSPIVLD---QDHPGKIIGKMIKMSRFQ---- 
Tuc2009 CI     HEIDCL--RLVSINKEFKDQFAT---QDNPAAVIGQAVKVEIDL---- 
r1t Rro        HEIDCL--RLVSINKEFKDQFAT---QDNPAAVIGQAVKVEIDL---- 
BK5-T CI       HEIDCL--RLVSINKEFKDQFAT---QDNPAAVIGQAVKVEIDL---- 
B. cereus LexA KSGSII--TLIPLSNDPIHEPKTYDLSAEDVKIIGRVVQAVKNY---- 
λ CI           RDSGQV--FLQPLNPQYPMIPCN---ES--CSVVGKVIASQWPEETFG 
 
 
 
 
 
 
 
B                                     H      T     H 
 
mv4 Tec        -----MPKISVRAARVNAGFSQDEAAKKLGISRFTLQRYESDPKQIRQGMLEKMRLVYNMDHDNLFFKI----------- 
Sal2 Cro       -----MPKITLKAARVNAGLTQKEAAKKIGISYQTLSDYEKDESKIKLSMIRKMCSVYNMPIDCIFLK------------ 
BK5-T Cro      MAEKTPPKIKLKAARTNADFSAKEVAEIVGKNYQTILSYEKDSTEIPMSLAIKLAEIYDYPIDFIFLGKTTEYKRFKAS- 
Ej-1 Cro       -----MQKMTLRAIRTNYNLSAKEVADKLQIHQQTLLKYEHDSSKIPVDLLDKLARLYNVKKDFIFLGKKYELNHSLGEI 
φLC3 Orf76     ----MAVEKELIALRADEKISRKEMAELIGTTPETYRKKELGESDWWGAEMFLIASKFNKRIDDIFLDKKSTKSGLEKAS 
λ Cro          ------MEQRITLKDYAMRFGQTKTAKDLGVYQSAINKAIHAGRKIFLTINAD-GSVYAEEVKPFPSNKKTTA------- 
 
 
 
Fig. 2 
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Fig. 37: Modèle de régulation des fusions transcriptionnelles chromosomiques des souches Lys10 (A) et Lys2 (B) en 
présence de la copie chromosomique de tec ou rep et en présence de tec ou rep en multicopie amené en trans. Les 
petits rectangles gris foncé ou gris clair situés entre les deux promoteurs représentent le site opérateur de Rep et de Tec 
respectivement; les ovales gris foncé ou gris clair représentent les protéines Rep et Tec respectivement.
B
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Résultats et Discussion complémentaires 
 
L'analyse des résultats des différentes fusions transciptionnelles tant chromosomiques que 
plasmidiques soulève différentes interrogations qui suggèrent des expériences complémentaires. En 
effet, ces résultats montrent globalement que Rep réprime Ptec et active Prep alors que Tec réprime 
les deux promoteurs. 
A partir des données ci-dessus, un modèle de régulation des fusions transcriptionnelles 
chromosomiques des souches Lys10 et Lys2 est proposé. Dans le cas de la souche Lys10 [rep, Ptec-
(11aa)tec'-lacZ], on devrait tout d'abord avoir synthèse (faible) de Rep à partir de la copie 
chromosomique du gène rep qui réprimerait Ptec et activerait son propre promoteur et ce jusqu'à un 
niveau maximum d'activation de Prep (Fig. 37). L'activité β-galactosidase observée refléterait alors 
l'effet de la répression de Ptec par Rep. La situation observée dans la souche Lys10 devrait être 
proche de celle qui a lieu au cours de la lysogénie. Or l'activité β-galactosidase obtenue est très 
élevée et pourrait ne pas correspondre à une quelconque répression de Ptec mais plutôt à son activité 
basale. Dans ce cas, soit le promoteur Prep serait mal ou peu reconnu par la machinerie de E. coli 
dans cette souche et il n'y aurait alors pas synthèse de Rep à partir de la copie chromosomique, soit 
la copie chromosomique de rep serait non fonctionnelle (mutation). La première hypothèse semble 
peu probable puisque dans la souche Lys2 + pMPTrep, l'activité β-galactosidase obtenue est 
fortement augmentée par rapport à celle de la souche Lys2 reflétant la reconnaissance du promoteur 
Prep par la machinerie d'E. coli. Pour confirmer la seconde hypothèse il serait nécessaire de muter la 
copie chromosomique de rep et d'observer l'effet de cette mutation sur Ptec. 
Dans la souche Lys10 + pMPMrep, lorsque rep est amené en trans en multicopies, il y 
aurait synthèse de Rep qui activerait la transcription de la copie chromosomique de rep et 
réprimerait fortement Ptec. La synthèse de Rep à partir de la copie chromosomique augmenterait 
d'autant plus le pool de Rep dans la cellule. Dans ce cas, l'activité β-galactosidase observée devrait 
être du même ordre que celle obtenue dans la souche Lys10. Or l'activité β-galactosidase observée 
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est réprimée d'un facteur 30 entre les deux souches. Ce résultat semble aller dans le sens de la 
présence d'une copie chromosomique inactive de rep. 
Dans la souche Lys10 + pMPMtec, lorsque tec est amené en trans, il y aurait synthèse de 
Tec qui réprimerait fortement Ptec et Prep ce qui provoquerait la fin de la synthèse de Rep à partir de 
sa copie chromosomique. Dans ce cas l'activité β-galactosidase observée devrait être réprimée 
indépendamment de la présence de la copie chromosomique de rep. C'est ce qui est observé. 
 
Dans le cas de la souche Lys2 [tec, Prep-(3aa)rep'-lacZ], on devrait avoir une synthèse forte 
de Tec à partir de la copie chromosomique du gène tec qui réprimerait Prep et son propre promoteur, 
provoquant la diminution de la synthèse de Tec à partir de sa copie chromosomique et par 
conséquent une répression moins importante de Ptec (Fig. 37). L'activité β-galactosidase observée 
devrait dans ce cas être refléter l'effet de la répression de Prep. Les résultats obtenus sont en accord 
avec cette hypothèse. 
Dans la souche Lys2 + pMPMrep, lorsque rep est amené en trans en multicopies, il y aurait 
synthèse de Rep qui réprimerait la transcription de la copie chromosomique de tec et activerait 
Prep. L'activité β-galactosidase observée est en accord avec cette hypothèse. 
Lys2 + pMPMtec, lorsque tec est amené en trans, il y aurait synthèse de Tec qui 
réprimerait fortement Ptec et Prep qui entraînerait la fin de la synthèse de Tec à partir de sa copie 
chromosomique. Dans ce cas l'effet de la quantité supplémentaire de Tec  ne devrait être que 
faiblement visible. C'est effectivement ce que nous observons (cf Fig. 7, article 1). 
 
Dans les souches Lys10 et Lys2, l'activité β-galactosidase observée représenterait l'activité 
basale de Ptec et la résultante des effets de Tec synthétisé à partir de sa copie chromosomique sur 
Prep respectivement. Dans la souche Lys10 la copie chromosomique de rep serait inactive alors que 
la copie de tec serait active dans Lys2. Pour connaître l'activité basale de Prep il sera nécessaire de 
muter la copie chromosomique de tec dans la souche Lys2. 
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De plus, les résultats obtenus avec la fusion plasmidique pNM484[(3aa)rep'-Prep-Ptec-
(36aa)tec'-lacZ] sont qualitativement comparables à ceux de la souche Lys10 et ceux de la fusion 
pNM483[(36aa)tec'-Ptec-Prep-(3aa)rep'-lacZ] avec ceux de Lys2. Cependant, on ne peut pas exclure 
qu'un encombrement du/des promoteurs par une protéine hybride Tec'LacZ n'interfère avec la 
transcription initiée à ces promoteurs. Pour cela il faudrait construire des fusions transcriptionnelles 
plasmidiques ne contenant que le promoteur Ptec ou Prep. Ce type d'analyse a déjà été testée au cours 
de l'étude du commutateur génétique du phage TP901-1 et aucune interférence d'un promoteur par 
rapport à l'autre n'avait été observée (Madsen et al., 1999). Or la distance entre les deux promoteurs 
précoces chez les phages TP901-1 et mv4 est exactement la même: 101pb. On peut donc supposer 
que l'on pourrait être dans la même situation pour mv4. Par contre, la différence quantitative 
d'activité β-galactosidase entre les souches portant les fusions chromosomiques et celles portant les 
fusions plasmidiques pourrait résulter de l'instabilité des plasmides portant ces fusions. En effet, 
nous avons observé un changement du nombre de copies de ces plasmides en fonction des 
préparations plasmidiques. De plus, c'est aussi pour un problème d'instabilité des constructions 
qu'une copie de chaque gène des répresseurs ont été introduites dans les souches Lys10 et Lys2.  
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B) Caractérisation du contrôle directionnel de la recombinaison spécifique de 
site du bactériophage mv4. 
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Ce chapitre décrit les travaux portant sur l'identification et la caractérisation du facteur 
directionnel de la recombinaison spécifique de site du bactériophage mv4 ainsi que de son mode 
d'action dans le contrôle de la recombinaison spécifique de site. Ces travaux ont permis de mettre en 
évidence que comme dans les autres mécanismes de contrôle de la directivité de la recombinaison,  
mv4Xis est requis et favorise la recombinason excisive mais par contre n'inhibe pas la recombinaison 
intégrative. 
 
 
Article 2 : Coddeville M. and Ritzenthaler P. Control of directionality in bacteriophage 
mv4 site specific recombination: functional analysis of the Xis factor. 
Soumis à Molecular Microbiology. 
 
 
La commutation entre le cycle lytique et le cycle lysogénique d'un bactériophage tempéré est 
couplée avec la mise en œuvre du système de recombinaison spécifique de site qui permet au phage 
de s'intégrer ou s'exciser du chromosome de la bactérie hôte. Le système d'intégration du phage 
mv4 nécessite différents éléments (Int, attP, attB), qui ont été caractérisés, au laboratoire au cours 
de ces dernières années (cf annexes). Par contre, pour la recombinaison excisive aucun facteur 
directionnel de la recombinaison (RDF), n'avait pu être identifié. 
Au cours de cette étude, nous avons recherché et caractérisé le facteur directionnel de la 
recombinaison ou excisionase phagique du bactériophage mv4, mv4Xis, qui contrôle le sens de la 
recombinaison réalisée par l’intégrase phagique mv4Int. Le gène xis codant ce facteur a une 
localisation originale : c’est le deuxième gène de l'opéron précoce lytique et c’est la première fois 
qu’on trouve ce gène dans cette position chez un bactériophage possédant une recombinase à 
tyrosine. Ce facteur mv4Xis interagit avec les sites d'attachement attP et attR au niveau de deux sites 
de fixation, X1 et X2, probablement par l'intermédiaire du motif hélice-tour-hélice contenu dans son 
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domaine N-terminal. La fixation de mv4Xis sur attP ou sur attR entraîne une courbure de l'ADN 
d'environ 90° au niveau de chaque site. 
In vivo, ce facteur est absolument requis pour permettre l'excision d'un plasmide intégré de 
façon spécifique de site dans le chromosome de la bactérie Lactobacillus plantarum. Nous avons 
également montré que la présence de Xis est indispensable pour que la recombinaison excisive intra 
ou intermoléculaire entre les sites attR et attL ait lieu, aussi bien in vivo que in vitro.  Par contre, 
contrairement aux autres systèmes de contrôle directionnel de la recombinaison décrits à ce jour, 
mv4Xis n'inhibe pas la recombinaison intégrative entre les sites attP et attB, in vivo et in vitro. Ce 
facteur ne jouerait qu'un rôle architectural dans la recombinaison : grâce à son activité de courbure 
de l’ADN, il stabiliserait le complexe nucléoprotéique formé sur le bras P du site attR et permettrait 
alors l'assemblage de la synapse excisive attR-attL, mais il ne perturberait pas la formation d’un 
intasome foctionnel sur le site attP. 
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Abstract 
 
 The integrase of the temperate bacteriophage mv4 catalyzes site-specific recombination 
between the phage attP site and the host attB site during Lactobacillus delbrueckii lysogenization. 
The mv4 prophage is excised during the induction of lytic growth. Excisive site-specific 
recombination between the attR and attL sites is also catalyzed by the phage-encoded recombinase 
but the directionality of the recombination is determined by a second phage-encoded protein: the 
recombination directionality factor (RDF). We have identified and functionally characterized the 
RDF involved in site-specific excision of the prophage genome. The mv4 RDF, mv4Xis, is encoded 
by the second gene of the early lytic operon . It is a basic protein of 56 amino acids. Electrophoretic 
mobility shift assays demonstrated that mv4Xis binds specifically to attP and attR DNA via two 
DNA-binding sites, introducing a bend into the DNA. 
mv4 Xis strongly stimulated the excision of pMC1 integrated into the genome of L. plantarum 
in a site-specific manner. In in vitro experiments and in vivo recombination assays on plasmids in E. 
coli, intermolecular or intramolecular recombination between the attR and attL sites absolutely 
requires mv4Xis. In contrast to the well known phage site specific recombination systems, mv4Xis 
does not inhibit the integrative recombination between attP and attB.  
 
Keywords:  Lactobacillus, bacteriophage, site-specific recombination, excisionase. 
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Introduction 
 
During the establishment of lysogeny, many temperate bacteriophages integrate their 
genomes into the bacterial host chromosome in a site-specific manner: recombination between the 
attachment sites attB and attP, located on the bacterial and phage genomes respectively, is catalyzed 
by a phage-encoded recombinase (integrase) (Ptashne, 1992), and leads to formation of the hybrid 
attachment sites attL and attR at the junctions between the phage and bacterial genomes. Prophage 
excision, which occurs during the induction of lytic growth, involves site-specific recombination 
between the attachment junctions, attL and attR, and requires at least one phage-encoded 
recombination directionality factor (RDF) or excisionase in addition to integrase (Landy, 1989). 
In the model phage λ of Escherichia coli, the recombination directionality is controlled 
directly by Xis. In λ and its close relatives, the gene encoding the excisionase, xis, is located 
upstream from the int gene encoding the integrase. Xis is required for the excision reaction, but 
inhibits integrative recombination (Abremski and Gottesman, 1982). Xis determines the 
directionality of recombination by influencing the formation of specific protein-DNA architectures 
(Kim and Landy, 1992). To exert its effect, Xis binds cooperatively with Int to specific sites, 
thereby inducing and stabilizing a DNA bend that alters the intasome structure formed during 
recombination (Cho et al., 2002; Swalla et al., 2003). 
In bacteriophages of the P2 family, excision-related genes are organized differently, even 
though the directionality of recombination seems to be controlled as in phage lambda. The P2 
control region contains two overlapping face-to-face promoters, pc and pe (Saha et al., 1987). The 
leftward promoter, pc produces the lysogenic transcript, including the C repressor and P2 Int, 
whereas the rightward promoter, pe produces the lytic transcript. The first protein encoded by the 
lytic operon, Cox, is a λCro-like repressor of the promoter controlling lysogeny (Saha et al., 1987). 
However, Cox is a multifunctional protein that also acts as a recombination directionality factor (Yu 
and Haggard-Ljungquist, 1993b). 
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Site-specific recombination has been particularly well studied in bacteriophages of Gram-
positive bacteria, essentially in actinomycetale bacteriophages, such as mycobacteriophage L5 
(Pena et al., 1997; Pena et al., 1998; Pena et al., 1999; Lewis and Hatfull, 2003) and phage φC31 of 
Streptomyces coelicolor (Thorpe et al., 2000) and in lactic acid bacteria (LAB) bacteriophages 
(Raya et al., 1992; Smith et al., 2004). RDF has been characterized for mycobacteriophage L5 
(Lewis and Hatfull, 2000; Lewis and Hatfull, 2003) but the only LAB bacteriophage RDF 
characterized to date is the lactococcal temperate phage TP901-1 excisionase, which is associated 
with an integrase from the large serine recombinase family (Christiansen et al., 1996; Breuner et al., 
1999). The location of the TP901-1 xis gene is unusual in that this gene is the third gene in the early 
lytic operon; its product was also the first excisionase found to be associated with a serine 
recombinase (Breuner et al., 1999). Other serine recombinases have since been shown to be 
associated with excisionase; this is the case for the mycobacteriophage phiRv1 recombinase (Bibb 
et al., 2005), and for the fdxN element XisF recombinase of the filamentous cyanobacterium 
Anabaena (Ramaswamy et al., 1997). 
The site-specific integration system of the temperate bacteriophage mv4 has been 
characterized (Dupont et al., 1995; Auvray et al., 1997). The mv4 integrase belongs to the tyrosine 
recombinase family and has no absolute requirement for accessory factors, unlike most λ Int family 
recombinases (Auvray et al., 1999a). The mv4 integrase also functions in a wide range of gram-
positive bacteria and in Escherichia coli (Auvray et al., 1997). Furthermore, a site-specific 
integrative plasmid is stably maintained in the chromosome of several lactobacilli in the absence of 
selection, suggesting that mv4Int cannot catalyze excisive recombination on its own (Auvray et al., 
1997). The minimal 234 bp attP site of mv4, which contains five putative integrase arm-binding 
sites, has a 17-bp core sequence in common with the attB site, at which strand exchange occurs. The 
attB site is located at the 3' end of a tRNAser gene (Dupont et al., 1995). The minimal size of the 
functional attB site is 16 bp and no symmetric inverted repeats have been found in the core 
sequence (Auvray et al., 1999b). 
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In this study, we identified the excisionase gene, mv4xis, as the second gene of the mv4 early 
lytic operon. This location is unusual, being reported here for the first time in a temperate 
bacteriophage harboring a tyrosine recombinase. mv4Xis is a 56-residue basic peptide, absolutely 
required, together with mv4Int, for excisive recombination between the attL and attR attachment 
sites. Unlike the well studied systems (λ, L5, HP1 and P2 phages), mv4Xis does not inhibit 
integrative recombination between the attP and attB sites. mv4Xis acts by binding to two sites within 
attR or attP DNA, thereby bending the DNA. 
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Results 
 
Identification and characterization of the mv4 excisionase gene 
We previously showed that phage mv4 integrates its genome into the L. delbrueckii 
chromosome by site-specific recombination at the 3' end of a tRNAser gene (Dupont et al., 1995). 
Prophage mv4 excision seems to involve site-specific recombination between the attR and attL 
sites, because after prophage induction by mitomycin C treatment of lysogenic strain, the cured host 
strain contained an intact tRNA gene (Dupont et al., 1995). Stable Lactobacillus plantarum 
integrants were obtained by site-specific recombination into the tRNAser gene with the pMC1 
integrative vector containing the mv4 integrase gene and the attP site, suggesting that mv4Int cannot 
catalyze excisive recombination on its own (Dupont et al., 1995). The excisionase gene is 
frequently located close to the integrase gene in mobile genetic elements (Lewis and Hatfull, 2001). 
We tried to identify the phage factor promoting excision of the mv4 prophage or of the integrated 
vector pMC1 from the host chromosome, by testing various ORFs located in the close vicinity of 
the integrase gene: ORF-179, ORF-109 and ORF-57 (Fig. 1). An alignment of the amino-acid 
sequences of the phage L54a excisionase (Ye and Lee, 1989) and the small ORF-57 protein (57 
amino acids) showed that these two sequences were 42% similar. We investigated the possibility 
that one of these ORFs was involved in the excision of pMC1 (EmR) from the chromosome of L. 
plantarum LP80-3, by cloning the three mv4 ORFs independently, and inserting them into the 
expression vector pNZ8037 (CmR), which was then introduced into LP80-3, and selecting for CmR 
transformants. We then screened these transformants for erythromycin sensitivity (EmS), indicating 
that the integrated plasmid had been lost. All the colonies tested (>400) remained EmR. The mv4 
excisionase gene was therefore not located in the close vicinity of the integrase gene. 
In the early lytic operon, just downstream from the tec gene, there is a small ORF encoding 
a putative basic (pI 9.69) protein containing 56 amino acids (aa) (Fig. 1A) (Coddeville M., 
submitted manuscript). Comparison of the sequence of this ORF with sequences in protein 
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databases, revealed no significant amino-acid  identity to any other known excisionase. 
Nevertheless, this ORF displayed weak similarity to the 74 aa putative ORF-33 protein (a putative 
excisionase) from Thermus aquaticus TZ2 bacteriophage IN93 (31% identity over a 61-residue 
segment) (Matsushita I., unpublished), and to the putative excisionase of the SGI1 genomic island 
from Salmonella enterica serovar Typhimurium DT104 (37% identity over a 53-residue segment) 
(Doublet et al., 2005) and weak matches with several proteins from the excisionase/Xis DNA-
binding family (IPR010093) in the InterPro database (HTTP://WWW.EBI.AC.UK/INTERPRO/) (from 
29% to 41% identity over a 55-residue segment). The aa sequence of this protein also displays a 
high level of identity to the DNA-binding domain of several transcriptional regulators (COG1221 
family) (76% identity over a 17-residue segment). Furthermore, predictions of the secondary 
structure of ORF-56 by PsiPred (HTTP://BIOINF.CS.UCL.AC.UK/PSIPRED/) identified a helix-turn-
helix (HTH) motif within the N-terminal domain of the protein (Fig. 2). CLUSTAL X (1.81) 
analysis of ORF-56, comparing this protein with the proteins from the RDF database 
(HTTP://WWW.PITT.EDU/~GFH/DOWNLOAD.HTML) (Lewis and Hatfull, 2001), showed that ORF-56 
could be aligned with the SLP1 family, which contains SGI1-Xis (Fig. 2), and with the larger L5-
SAM-SLP1 family. 
We carried out the same test as for ORF-179, ORF-57 and ORF-109, to determine whether 
ORF-56 could induce the excision of pMC1 from the L. plantarum LP80-3 chromosome. We found 
that 100% of the CmR transformants (>400) containing the expression plasmid pNZxis had excised 
pMC1 (EmS colonies) (Fig. 1B). We carried out the same experiment with the expression vector 
pNZxish, in which the ORF-56-encoded protein was C-terminally His-tagged. Identical results were 
obtained, demonstrating that the His-tagged protein functioned similarly to the wild-type protein 
(Fig.1B). ORF-56 seems to encode a factor that promotes excisive recombination, possibly 
corresponding to the mv4 excisionase, mv4Xis. 
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Overproduction of mv4Xis  
The mv4Xis protein was overproduced in E. coli, using the T7 expression system (Studier and 
Moffatt, 1986), or in L. plantarum, using the nisin expression system (Pavan et al., 2000). The xis 
coding sequence, with its own translation signal, was fused to the T7 promoter in a transcriptional 
fusion in pET15b or to the PnisA promoter in pNZ8037. Following the induction of E. coli 
BL21(DE3) with 0.1mM IPTG, we detected large amounts of a totally insoluble 7 kDa protein (Fig. 
3A). Various induction conditions, media and temperature were tested, but the synthesized protein 
was insoluble in all cases (data not shown). Following the induction of L. plantarum strains 
containing pNZxish with nisin (25 ng/ml), we observed the synthesis of a 7 kDa protein, not present 
in induced cells containing the empty expression vector pNZ8037 (Fig. 3A). This protein was 
synthesized in much smaller amounts than in E. coli strain, but was completely soluble (Fig. 3A). 
The presence of the His-tagged mv4Xis protein was confirmed by Western blotting using 
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-His antibodies (Fig. 3B). These antibodies cross-
reacted with the lysozyme used for cell lysis. Other signals were detected with higher molecular 
weight proteins. These signals were non specific, as they were observed in induced cells containing 
pNZ8037 (Fig. 3B, lanes 3,4 versus lanes 6,7). 
 
mv4Xis binds specifically to the attR and attP sites 
 Generally, excisionases control recombination by binding to the attachment sites. mv4Xis 
probably affects mv4 recombination in a similar way, because it contains a putative DNA-binding 
domain (HTH motif). To demonstrate this property, we investigated the ability of mv4Xis to 
specifically retard the migration of substrates for excisive recombination, attL and attR, and 
substrates for integrative recombination, attB and attP, on gel electrophoresis. Following the 
incubation of mv4Xis-enriched cell-free extract with attR or attL DNA fragments, two retarded 
complexes were detected with attR and none with attL. When this experiment was carried out with 
attB and attP, we observed two retarded complexes with attP and none with attB (Fig. 4). No 
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complex was formed with any of these sites following incubation with control cell-free extract 
(pNZ8037) (Fig. 4). 
 
mv4Xis binds to two distinct regions in the attR and attP sites 
The presence of two retarded complexes suggests that two Xis binding sites may be 
available in the attP and attR sites. Deletion analysis of the attP substrate by electrophoretic 
mobility shift assays in the presence of mv4Xis identified two independent regions likely to contain 
such binding sites (Fig. 4). Analysis of the sequences of these two regions, extending from positions 
-99 to -80 and from -47 to -21, respectively, led to the identification of a 5'-GAAACA sequence 
present in both regions (Fig. 5). These two 6-bp sequences, designated X1 and X2, are separated by 
54 bp and are in direct orientation. They are located on the same strand of DNA, separated by six 
turns of the DNA helix, between the P1 and P2 putative Int-binding sites. The X1 binding site is 13 
bp away from the P1 site and the X2 site is adjacent to the P2 site (Fig. 5). 
 We investigated whether this motif constituted the binding site for mv4Xis, by introducing 
multiple mutations into X1 or X2 to yield attP sites with potentially defective Xis-binding sites 
(X1mut and X2mut: AACCCG). The effects of these changes were evaluated by electrophoretic 
mobility shift assays with mv4Xis (Fig. 4). When the attP substrate containing one of the two 
mutated binding sites (attPX1mut) was incubated with an mv4Xis-enriched cell-free extract, only 
one complex was formed. This is consistent with there being only one site available: X2 (Fig. 4). 
When the mutated X2 binding site was tested with the truncated attPX2mut, no retarded complex 
was detected (Fig. 4). 
The same experiments were performed with the equivalent attR derivatives and the results 
confirmed those obtained with the attP site and its derivatives (data not shown). 
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mv4Xis bends attR DNA 
 Evidence that mv4Xis induces a bend in the DNA at attR was obtained by analyzing the 
relative mobilities of mv4Xis-DNA complexes formed with a set of circularly permuted attR (X2 
site) substrates (Fig. 5A). 
 mv4Xis formed detectable retarded complexes with five of the substrates and the relative 
mobilities of the protein-DNA complexes are consistent with a Xis-induced DNA bend (Fig. 5B). 
mv4Xis did not form complexes with two of the DNA substrates, generated with enzymes cutting 
close to the X2 site (Fig. 5A). The approximate bending angle was estimated at 90°(Thompson and 
Landy, 1988). 
 
mv4Xis is absolutely required for excisive recombination 
The role of mv4Xis in site-specific recombination between the attR and attL sites was 
analyzed in vivo or in vitro in an intramolecular or intermolecular assay. Intramolecular 
recombination between attR and attL mimics prophage or plasmid excision from the host 
chromosome. 
We investigated the site-specific excision reaction mediated by mv4Xis, by developing an in 
vitro excision assay. We previously set up an in vitro integration reaction in which mv4Int efficiently 
catalyzes site-specific recombination between the attP and attB attachment sites (Auvray et al., 
1999a). We assayed excision activity by monitoring intramolecular recombination between attR and 
attL, by detecting two DNA products of 3.8 kb (pRC10) and 4.6 kb (pAMattB) in size, derived from 
the resolution of a 8.5 kb plasmid DNA (pCointRL) containing both attR and attL. Intramolecular 
recombination between the attR and attL sites on the same plasmid was followed by the appearance 
of two plasmids, corresponding to pRC10 and pAMattB, as predicted, only in reactions in which 
both mv4Int and  mv4Xis were present; no plasmid was detected in reactions containing only mv4Int or 
mv4Int and the control cell-free extract (Fig. 7A). 
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The presence of mv4Xis protein stimulated the excision in vivo of pMC1 that had integrated 
into the chromosome of a heterologous Gram-positive strain, L. plantarum, in a site-specific 
manner, by a factor of up to 108 (Fig.1B). No pMC1 excision event was detected in the absence of 
mv4Xis, even if strains were cultured over more than 150 generations in the absence of selective 
pressure (Auvray et al., 1997).  
In a heterologous Gram negative strain, E. coli, this protein, encoded by pNZxish, strongly 
stimulated resolution of the plasmid carrying attR and attL in the same molecule (pCointRL) into 
two plasmids — pRC10 and pAMattB (not visible because of the low copy number) — and the 
cointegrate pCointRL was no longer detectable (Fig. 7B, lane 1) whereas pCointRL was stably 
maintained in E. coli in the absence of Xis (Fig. 7B, lane 6). 
We also analyzed the role of mv4Xis in intermolecular recombination between the attR and 
attL sites, both in vivo and in vitro.  
In E. coli, in vivo intermolecular recombination between two plasmids carrying attR 
(pAMattR) and attL (pRCattL), respectively, is characterized by the detection of a cointegrate 
carrying the two resulting attP and attB sites. The cointegrate was detected only in E. coli strains 
containing both pNZxish and pA3int simultaneously (Fig. 8), whereas no cointegrate was present in 
strains expressing only the int gene (data not shown). 
The in vitro intermolecular recombination between attR and attL sites was monitored by the 
detection of a radiolabeled linear recombinant product resulting from the insertion of a supercoiled 
attR or attL-containing plasmid into a radiolabeled 283-bp or 244-bp DNA fragment containing attL 
or attR, respectively. The recombination product, Rec, was detected only if the reaction mixture 
contained both mv4Int and mv4Xis; no Rec product was detected in reactions containing only mv4Int 
(Fig. 9 A, B). The intermolecular recombination was dose-dependent, because the amount of 
recombination product increased in proportion with the amount of Xis present in the reaction 
mixture (Fig. 9 C). No Rec product was detected if recombination assays were performed with 
pRCattRDR2, which lacks the P1 putative Int-binding site and the X1 Xis-binding site (Fig. 9A). At 
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least one of these two sites is therefore essential for excisive recombination. Intermolecular 
recombination between attL on a plasmid and attR on a linear fragment is more efficient (by a 
factor of two to three) than the reverse situation (Fig. 9C). We suggest that the assembly of the 
higher order nucleoprotein complex on the attL site is favored by this site being supercoiled and/or 
the excisive synapsis with the attR site is more efficiently constituted. 
As for the intramolecular recombination between attL and attR, mv4Xis is required for 
intermolecular recombination between these sites. 
These in vivo and in vitro experiments were carried out in heterologous Gram- or Gram+ 
hosts (E. coli or L. plantarum) or with protein preparations from these hosts, demonstrating that, 
like integrative recombination (Auvray et al., 1999a), excisive recombination either does not 
require any L. delbrueckii-specific accessory factor or it requires a universally conserved or 
substituted factor. 
 
mv4Xis does not inhibit Int-mediated integrative recombination 
 We also investigated the role of mv4Xis in integrative site-specific recombination between the 
attP site and the attB, attR or attL sites, both in vitro and in vivo. 
In an in vitro analysis of intermolecular recombination between the attP-containing plasmid 
and the radiolabeled linear fragments containing attB, attR or attL, the recombination was not 
affected by the presence of the mv4Xis protein (Fig. 10 A, B). Similarly, no marked inhibition was 
observed on the time course of recombination in presence of mv4Int with various concentrations of 
mv4Xis compared to the time course of recombination in presence of mv4Int alone (Fig. 10 C, D). 
Comparisons of the intermolecular recombination efficiency of reactions between the attP-
containing plasmid and the radiolabeled linear fragments containing the attB, attL or attR sites 
showed that the attL site was essentially equivalent to attB in recombination with attP (Fig. 10B). 
Conversely, the recombination efficiency of the reaction between attP and attR sites was about one 
quarter as efficient as that between the attP and attL sites (Fig. 10B). In experiments carried out 
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with the attL or attR site on a plasmid and the attP site on a linear radiolabeled fragment, the 
recombination efficiencies were similar to those previously obtained with the reverse locations (data 
not shown). Thus, integrative recombination efficiency is not affected by the presence of mv4Xis, 
whatever the substrate used for recombination with the attP site (Fig. 10B). 
In an in vivo analysis in E. coli, intermolecular recombination between the attP-containing 
plasmid (pRC10, 3.85 kb) and the attB-containing plasmid (pAMattB, 4.6 kb) can be revealed by 
the formation of a cointegrate (pCointRL, 8.45 kb). In mv4Int-producing strains, the cointegrate 
resulting from the recombination was readily detected (Fig. 11, lane 8). In contrast, in strains 
producing both mv4Int and mv4Xis, the presence of the cointegrate is barely detectable (Fig. 11, lane 
9), suggesting that the presence of mv4Xis strongly favors excisive recombination over integrative 
recombination. 
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Discussion 
 
 We have shown that mv4 ORF-56 encodes the phage excisionase, a 56-residue protein 
required for efficient excisive recombination. The aa sequence of this excisionase does not resemble 
that of the lambda excisionase, but is distantly related to the recombination directionality factors 
(RDF) of the L5-SAM-SPL1 family, especially to the SGI1 and SLP1 excisionases (Lewis and 
Hatfull, 2001). mv4Xis appears to have a similar function to the lambda excisionase, in that it is 
required for excisive recombination, but mv4Xis differs from the lambda excisionase in that it does 
not inhibit integrative recombination. This is the main difference between this system and other 
previously described excisive recombination systems involving RDF (Abremski and Gottesman, 
1982; Esposito and Scocca, 1997; Burrus and Waldor, 2003; Lewis and Hatfull, 2003). 
 The excisionase of mv4 is encoded by the second gene of the early lytic operon, downstream 
from the Ptec promoter (Coddeville M., unpublished). To our knowledge, this is the first time that 
such a position has been reported for an excisionase gene in a temperate bacteriophage harboring 
tyrosine recombinase. However, in non-lambdoid bacteriophages of the P2 family, the gene 
encoding the excisionase, cox, is the first gene of the early lytic operon (Yu and Haggard-
Ljungquist, 1993b). However, in this case, the excisionase has an additional function, regulating the 
activity of the promoters involved in the genetic switch between lysis and lysogeny (Saha et al., 
1987). These two functions of the Cox protein are carried out by two proteins, Tec and Xis, in 
phage mv4 (Coddeville M., unpublished), and MOR and Xis in phage TP901-1, in which the xis 
gene is the third gene of the lytic operon but the integrase is a serine recombinase (Christiansen et 
al., 1996; Madsen et al., 1999; Breuner et al., 1999). 
The overall genetic organization of the early-expressed region of mv4 seems to resemble 
that described for P2 and TP901-1 (Saha et al., 1987); (Yu and Haggard-Ljungquist, 1993b; 
Madsen and Hammer, 1998; Madsen et al., 1999) in that one of the two early transcribed operons 
encodes the factors required for the establishment and maintenance of lysogeny, whereas the other 
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encodes factors involved in the lytic life cycle (Coddeville M., submitted manuscript). The presence 
of the xis gene in the early lytic operon may reflect the regulation of recombination via the 
regulation of xis and int expression. Indeed, the recombination directionality factor antagonizing the 
integration process, should be expressed only during induction of the lytic cycle, and would 
therefore need to be tightly regulated. Expression of the genes encoding the integrase and RDF 
proteins is coordinated by different mechanisms. In the lambdoid phages, in which the int and xis 
genes are present in the same operon, int transcription is initiated at a promoter, PI, located 
upstream from int, in the xis gene. When both the integrase and the excisionase are required, 
transcription is initiated from the PL promoter, upstream from xis (Echols and Guarneros, 1983). In 
P2-like phages, the gene encoding the integrase is located further downstream from pc, the early 
lysogenic promoter, and the integrase is therefore synthesized without the excisionase if pc is active 
and pe, the lytic early operon promoter, is repressed. However, for excision of the prophage genome 
during prophage induction, both the integrase and Cox are required. It has been suggested that pe is 
active in this case, leading to Cox production, with transcription of the integrase gene being 
initiated from a minor promoter upstream from the integrase gene, following possible activation by 
an early expressed protein (Ljungquist and Bertani, 1983; Yu and Haggard-Ljungquist, 1993b; Yu 
et al., 1994; Esposito and Scocca, 1994). In phage TP901-1, the int gene, as in the P2-like phages, 
may be expressed from a promoter upstream from the int gene (Christiansen et al., 1996). In phage 
mv4, int and xis expression may be regulated as in TP901-1. No promoter sequence or activity has 
yet been detected in the region upstream from the int gene of mv4, and the only transcript 
containing int identified in a lysogenic strain was initiated at Prep (Coddeville M., submitted 
manuscript). 
We have shown that mv4Xis binds to and bends attR and attP DNA. The two Xis-binding 
sites are located on the attP or attR P-arm between the putative mv4Int-binding sites P1 and P2, 
without overlapping these sites. The binding of mv4Xis to X1 and X2 might bend the DNA P-arm by 
about 180° to bring the P1 arm site close to the core sequence, thereby facilitating the bridging of 
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these two sites by an integrase monomer. Based on these observations, mv4Xis may play at least an 
architectural role, influencing intasome assembly. Indeed, in phage λ, Xis controls the directionality 
of recombination in two ways. First, DNA bending by Xis alters the trajectory of attR DNA within 
the excisive intasome, thereby stabilizing the synaptic complex in which attL and attR are bridged 
by bivalent DNA-binding Int proteins (Kim and Landy, 1992). In addition to its architectural role, 
Xis cooperatively recruits Int to P2 through interactions at its C-terminus (Bushman et al., 1984; 
Wu et al., 1998). However, in L5 directionality control, Xis-L5 has only an architectural role, in 
contrast to what is observed in the λ (Moitoso de Vargas and Landy, 1991) and HP1 systems 
(Esposito and Scocca, 1997), with the direction of recombination controlled exclusively by means 
of the binding and bending of DNA (Lewis and Hatfull, 2003). Xis-L5 promotes excision by 
facilitating formation of the intasome-attR, in which Xis-L5 indirectly enhances Int-L5 occupancy 
of the P1/P2 arm-type sites, by assisting in the formation of intramolecular bridges between the 
P1/P2 sites and the core (Lewis and Hatfull, 2003). 
We investigated the role of mv4Xis in recombination, by studying the effects of mv4Xis on 
integative and excisive recombination in vivo and in vitro. mv4Xis is absolutely required for 
recombination between attR and attL, both in vivo and in vitro, in the presence of mv4Int. In the in 
vitro reaction, the efficiency of attR x attL recombination depends on the amount of mv4Xis present 
(Fig. 9C). The regulation of xis expression may therefore modulate prophage excision and/or 
control the directionality of the recombination, as suggested for phage P2 (Yu and Haggard-
Ljungquist, 1993b). In contrast to attP x attB recombination, in which attP must be supercoiled 
(Auvray et al., 1999a), superhelicity is required for one of the two sites, whatever the site, in 
excisive recombination in vitro. Recombination is more efficient (about twice as efficient), and may 
be as efficient as attP x attB recombination if the attL substrate is supercoiled (data not shown). 
Intramolecular excisive recombination seems to be less efficient in vitro than in vivo (Fig. 7). 
However, in these in vitro experiments, to facilitate visualization of the recombination products on 
ethidium bromide-stained agarose gels, reactions were performed with excess substrate, 
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unbalancing the substrate-Xis-Int ratio. Most of the substrate molecules were therefore not 
recombined due to a lack of Xis-Int binding. Moreover, the two plasmids resulting from pCointRL 
resolution can recombine to regenerate pCointRL, so our results may reflect the balance between 
integrative and excisive recombination. We could use a radiolabeled substrate, which would make it 
possible to use smaller amounts of substrate without compromising detection. However, we cannot 
exclude the possibility that this reaction requires larger amounts of integrase for the completion of 
recombination, as observed in HP1 or P2 excisive recombination in vitro (Yu and Haggard-
Ljungquist, 1993b; Esposito and Scocca, 1994), or, that cellular functions such as replication might 
play some role in vivo, in dynamic situations. 
We have shown that mv4Xis does not inhibit integrative recombination between attP and attB 
(attL or attR) (Fig. 10). This is the first time that a recombination directionality factor has been 
found not to inhibit integrative recombination. Indeed, in all the site-specific recombination systems 
in which RDF have been described, even if the RDF genes are expressed from the lytic operon, as 
in P2-like phages, recombination between attP and attB has always been reported to be inhibited, in 
various ways, by the excisionase (Moitoso de Vargas and Landy, 1991; Yu and Haggard-
Ljungquist, 1993b; Esposito and Scocca, 1997; Lewis and Hatfull, 2003; Bibb et al., 2005; Ghosh 
et al., 2006). We suggest that the rate of excisive recombination may be higher than the rate of 
integrative recombination, which seems to be consistent with the results shown in Fig. 8 and Fig. 11 
results. Alternatively, mv4Xis expression, which occurs early in the lytic pathway, and mv4Int 
expression, which occurs early in the lysogenic pathway, rarely occur simultaneously in the cell, 
with the exception of de novo Int synthesis, depending on int-mRNA stability and/or Int protein 
turnover. The amount of Int in the cell should therefore probably be sufficient for attR - attL 
excisive recombination in the presence of Xis. Thus, a combination of the two possibilities may 
account for the inhibition of integrative recombination by Xis not being essential. 
Finally, we have shown that mv4Xis is involved only in the recombination occurring between 
attL and attR sites. The integrative intasome formed on the attP site seems to be unaffected by the 
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presence of mv4Xis, and the same is true for the intasome interactions with the attB, attR or attL 
sites. The higher-order nucleoprotein complex assembly on the P arm probably involves DNA 
bending to allow a bridge to be formed between the P1 arm site and the core site by a mv4Int 
monomer, or to allow protein-protein interactions between the mv4Int monomers bound individually 
to the P1 arm site and to the core site as shown for λ (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). In the 
attP intasome, this bending may be stabilized by protein-protein interactions with the mv4Int 
monomers assembled on the P' arm. However, this structure may be unstable when formed on the 
attR site, in the absence of the P'-arm (Moitoso de Vargas and Landy, 1991). Binding of mv4Xis and 
the subsequent DNA bending might then be required for the stabilization of this structure and its 
assembly into the excisive attL-attR synapsis. The P' arm nucleoprotein complex may form stably 
on attL independently of the presence of the P arm (Kim et al., 1990). Indeed, the attL intasome 
seems to be stable and is mv4Xis-independent. Thus, mv4Xis may play a purely architectural role, 
allowing the higher-order nucleoprotein complex to assemble on attR, and facilitating the formation 
of the excisive synapsis. This function seems to have no inhibitory effect on integrative synapsis 
assembly involving the attP site and attB (attL or attR) site. 
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Experimental procedures 
 
Bacterial strains, bacteriophages and growth conditions. The bacterial strains, bacteriophages 
and plasmids used in this study are listed in Table 1. L. plantarum strains were grown at 37°C in 
MRS medium (DeMan et al., 1960) or on MRS medium solidified with 1.5% (w/v) agar. 
Erythromycin and chloramphenicol were used at concentrations of 5 μg/ml and 10 μg/ml, 
respectively. E. coli was grown at 37°C in Luria-Bertani broth (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) 
or on LB broth solidified with 1.5% (w/v) agar. Antibiotics were used at the following 
concentrations: 100 μg/ml for ampicillin, 150 μg/ml for erythromycin, 10 μg/ml for 
chloramphenicol and 65 μg/ml for spectinomycin. 
 
DNA techniques. DNA techniques were essentially as described by Sambrook et al. (Sambrook 
et al., 1989). Restriction enzymes, the Klenow fragment of DNA polymerase I, Taq polymerase, T4 
polynucleotide kinase, and T4 DNA ligase were purchased from either Roche Molecular 
Biochemicals (Mannheim, Germany) or New England Biolabs (Beverly, Mass.) and used as 
recommended by the suppliers. 
E. coli was electrotransformed using a Gene Pulser device (Bio-Rad, Richmond, Calif.) according 
to the manufacturer's recommendations. 
E. coli plasmid DNA was isolated using a Qiaprep spin kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), 
according to the manufacturer's instructions. Total DNA was obtained from L. plantarum and E. 
coli as previously described (Dupont et al., 1995). 
Helix-turn-helix motifs were predicted with PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 
 
Plasmid construction. The plasmids used in this work are listed in Table 1 and the primers 
(Eurogentec, Seraing, Belgium) in Table 2. The 1,757-bp SalI-XbaI fragment (containing the attR 
region) of pBSattR (Dupont et al., 1995) was ligated to the 3,438-bp SalI-XbaI fragment of pRC1 to 
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give pRCattR. The 590-bp SalI-XbaI fragment (containing the attL region) of pBSattL (Dupont et 
al., 1995) was ligated to the 3,438-bp SalI-XbaI fragment of pRC1 to give pRCattL. The 278-bp 
BamHI PCR fragment, amplified from pRCattR using the DR9 and attb primers, was ligated to the 
4,330-bp BamHI-SmaI fragment of pAM239 to give pAMattR. The 636-bp PCR fragment, 
amplified from mv4 DNA using the F3 and F4 primers, was ligated to the 3,016-bp SmaI fragment 
of pNZ8037 to give pNZ57. The 588-bp BamHI-XmnI PCR fragment, amplified from mv4 DNA 
using the C1 and BX1 primers, was ligated to the 3,010-bp BamHI- XmnI fragment of pNZ8037 to 
give pNZ109. The 216-bp BamHI-EcoRI PCR fragment, amplified from pNZxis (pNZxis was 
constructed by inserting a 224-bp SmaI-XmnI fragment from mv4 DNA containing the xis gene into 
the SmaI site of pNZ8037) using the Xis1 and XisHis primers, was ligated to the 3,001-bp BamHI-
EcoRI fragment of pNZ8037 to give pNZxish. The 243-bp NcoI-XhoI PCR fragment, amplified 
from pNZxis using the Xis1 and XisHis primers, was ligated to the 5,643-bp NcoI-XhoI fragment of 
pET15b to give pETxish. pCointRL is the cointegrate resulting from site-specific recombination 
between pRC10 and pAMattB in E. coli TG2 strain in the presence of pA3int. pCointRL was 
purified from agarose gel and amplified by transformation of TG2. 
 
Construction of a deletion derivative of the attR site. The mv4 attRDR2 DNA segment was 
amplified by PCR, using DR2 and Univ oligonuleotides, and pRCattR as the template. The 
amplified fragment was cut with BamHI and KpnI, purified by polyacrylamide gel electrophoresis, 
and the 1,655-bp BamHI-KpnI fragment was ligated to the 3,461-bp BamHI-KpnI fragment of 
pRC1 to give pRCattRDR2. 
 
Protein production and preparation. Cell-free extracts containing soluble mv4Xis were prepared 
from L. plantarum LP80 cells carrying pNZxish and pNZ9530 (nisRK). Control crude extract 
without mv4Xis was prepared from L. plantarum LP80 cells carrying pNZ8037 (empty expression 
vector) and pNZ9530. Overnight cultures were diluted 1/50 in MRS and grown at 37°C. When the 
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cultures reached an OD600 of 0.2, nisin was added to a final concentration of 25 ng/ml. The cells 
were collected by centrifugation 5 h after nisin addition, washed three times with 50 mM Tris-HCl  
pH 7.5, 10% glycerol and incubated in 1/20 volumes of lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10% 
glycerol, 0.1 mM PMSF, 1 mg/ml lyzozyme) overnight at 4°C. The cells were sonicated 10 times, 
for 30 s each, on ice, and stored for 1 h at 4°C with 1% Triton X-100. Cells debris was removed by 
centrifugation at 3000 x g, for 1 h at 4°C. Preparations containing soluble mv4Int and or mv4Xis 
produced from pETxish were obtained as previously described (Auvray et al., 1999a). The protein 
concentrations of extracts were determined by Bradford assays (Bradford M Anal Biochem 1976). 
 
Protein gel electrophoresis. As mv4Xis is small, a Tricine-SDS-PAGE system was used for the 
electrophoretic separation of the proteins. A 4%T, 3%C stacking gel and a 16.5%T, 3%C separating 
gel was used, as described by Schägger and von Jagow (Schagger and von Jagow, 1987). The gels 
were stained with 0.25% Coomassie blue, 50% methanol and 10% acetic acid and destained with 
30% methanol, 10% acetic acid. 
 
Western-blot analysis. After separation by Tricine-SDS-PAGE, proteins were transferred to a 
PVDF membrane (Amersham) in 48 mM Tris base, 39 mM glycine, 0.037% SDS, 20% methanol, 
by semi-dry blotting for 90 minutes at 1.5 mA/cm2. The membrane was saturated overnight at 4°C 
in TBS-Tween buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-base, 0.1% Tween 20) with 3% BSA, washed 
three times, for 10 minutes each in TBS-Tween buffer, and then incubated for 1 h at room 
temperature with 6-His-HRP-conjugated antibodies (Clontech), used at a dilution of 1/10000 in 
TBS-Tween buffer. The membrane was washed three times, for 10 minutes each, in TBS-Tween 
buffer, and antibody binding was detected with the ECLTM Western Blotting Detection Reagents kit 
(Amersham), as described by the manufacturer, using BioMaxTM MR film (Kodak). 
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Gel electrophoretic mobility shift assay (GEMSA). The primers were end-labeled using 
polynucleotide kinase and [γ-32P]-ATP (Amersham) (Sambrook et al., 1989) before amplification of 
the 242-bp DR9-DR3 (attP), 281-bp DR9-attb (attR), 244-bp L1-DR3 (attL), 283-bp L1-attb (attB), 
207-bp DR4-DR3 (attPD4), 187-bp DR2-DR3 (attPD2), 197-bp X1mut-DR3 (attPX1mut) and 
137-bp X2mut-DR3 (attPX2mut) DNA fragments using pRC10, pRCattR, pRCattL or pAMattB as 
the template. The 187-bp DR2-DR3 fragment was digested with BstBI or BstXI and the resulting 
149-bp (attPBB) or 123-bp (attPBX) fragment was purified from the acrylamide gel. DNA binding 
reactions were performed in a reaction volume of 20 μl containing 30 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM 
NaCl, 90 mM KCl, 5 mM EDTA, 1% glycerol, 2 μg poly (dIdC), 105 cpm of probe and 10 μg of 
protein, for 10 minutes at room temperature before electrophoresis. Protein-DNA complexes were 
separated by electrophoresis in 5% non-denaturing polyacrylamide gels. The gels were run in TBE 
buffer (0.1 M Tris-HCl pH 8, 0.1 M borate, 0.7 mM EDTA). The radioactive compounds were 
detected with a Fuji BAS1000 Bioimaging Analyzer system (Fuji Photo Film Co., Tokyo, Japan), 
and analyzed with Tina version 2.07c software (Raytest Isotopenmeβgeräte GmbH, Straubenhardt, 
Germany) and/or by autoradiography after placing the gels against BioMaxTM MR film (Kodak) at 
room temperature. 
 
Bending. The 552-bp Uni-Rev, 182-bp X2A-Rev and 216-bp Uni-X2B DNA fragments were 
radioactively labeled during amplification, using 20 μCi [α-32P]-dATP per reaction and 
pRCattRDR2 as the template. The 181-bp AccI-BstBI, 182-bp KpnI-MslI, 180-bp SpeI-XhoI, 181-
bp AccI-XbaI and 185-bp HindIII-SacI fragments were purified from acrylamide gels after digestion 
of the 552-bp Uni-Rev fragment with the corresponding restriction enzymes. The 180-bp SfcI-X2B 
was purified from acrylamide gel after digestion of the 216-bp Uni-X2B fragment with SfcI. DNA-
protein complex analysis by electrophoresis was carried out as described above for GEMSA. 
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In vitro recombination 
Preparation of radioactive substrates. The 283-bp L1-attb (attB), 281-bp DR9-attb (attR), 
244-bp L1-DR3 (attL) and 242-bp DR9-DR3 (attP) DNA fragments were radioactively labeled 
during amplification, using 20 μCi [α-32P]-dATP per reaction. 
In vitro excision recombination assay. Intramolecular recombination reaction mixtures (20 μl) 
containing 200 ng supercoiled pCointRL in 30 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM NaCl, 90 mM KCl, 5 
mM EDTA, 1% glycerol and 4 mM spermidine, were incubated for 90 minutes at 42°C in the 
presence or absence of Int cell-free extracts (3 μg protein equivalent) and with Xis or control cell-
free extracts (6 μg protein equivalent). The reaction products were purified using a Qiaquick PCR 
purification kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and digested  by EcoRV. Samples were analyzed 
by electrophoresis in 1% agarose gels stained with ethidium bromide. 
Intermolecular recombination reaction mixtures (20 μl), containing 200 ng supercoiled plasmid 
carrying the att site to be tested and a linear radiolabeled att fragment (105 cpm) in 30 mM Tris-HCl 
pH 7.5, 5 mM NaCl, 90 mM KCl, 5 mM EDTA, 1% glycerol and 4 mM spermidine, were 
incubated for 90 minutes at 42°C in the presence or absence of Int cell extracts (3 μg protein 
equivalent) and with Xis or control cell extracts (3 μg or 6 μg protein equivalent). The reactions 
were stopped by adding 0.1% SDS and dye. For time-course experiments, aliquots were removed at 
various time points and the reaction stopped. Samples were analyzed as previously described 
(Auvray et al., 1999a). 
 
In vivo site-specific recombination test in E. coli. E. coli recA TG2 cells carrying pA3int and i) 
pRC10 and pAMattB, ii) pCointRL, or iii) pRCattL and pAMattR were transformed with pNZ8037 
or pNZxish. Cells were cultured in the presence of appropriate antibiotics for about 25 generations 
and the plasmids were then extracted. The plasmids were analyzed by restriction digestion and gel 
electrophoresis with ethidium bromide staining. 
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Sequence accession number. These sequence data have been submitted to the 
DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U15564 and AF182207 (nucleotide 
5392 to 5225) 
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Table 1 Bacteriophages, bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain/phage/plasmid Relevant characteristics Reference/source 
Strains 
E. coli 
DH5α F- φ80d lacZ ΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 λ- Life Technologies 
 hsdR17(rK- mK+) deoR thi-1 supE44 recA1 gyrA96 relA1 
TG2 supE hsdΔ5 thi Δ(lac-proAB) Δ(srl-recA)306::Tn10 (Tetr) Sambrook et al., 1989 
 F’ [traD36 proAB+ lacIq lacZ ΔM15] 
BL21(DE3) F- ompT hsdSβ(rβ-mβ-) dcm gal λ(DE3) Novagen 
L. plantarum 
LP80 Lactobacillus plantarum DSM 4229 Josson et al., 1992 
LP80-3 LP80::pMC1 integrant Dupont et al., 1995 
Bacteriophages 
mv4 temperate phage isolated from L. delbrueckii LT4 strain Cluzel et al., 1987 
Plasmids 
pRC1 ermAM+ (Emr), 3.5 kb cloning vector, colE1 replicon LeBourgeois et al., 1992 
pRC10 Emr, 3.85 kb, pRC1 with mv4 attP region Auvray et al., 1999 
pRCattR Emr, 5.2 kb, pRC1 with attR region cloned at the SalI and This work 
 XbaI sites 
pRCattRDR2 Emr, 5.2 kb, pRC1 with a deletion derivative of the attR This work 
 region cloned at the BamHI and KpnI sites 
pRCattL Emr, 4 kb, pRC1 with attL region cloned at the SalI and This work 
 XbaI sites 
pMPM-A3 bla+ (Ampr), 3.4 kb cloning vector, P15A replicon Mayer, 1995 
pA3int Ampr, 4.75 kb, pMPM-A3 with mv4 int gene Auvray et al., 1999 
pNZ8037 cat+ (Cmr), 3 kb expression vector, pSH71 replicon de Ruyter et al., 1996 
pNZ57 Cmr, 3.65 kb, pNZ8037 with mv4 orf57 gene cloned at the This work 
 SmaI site 
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pNZ109 Cmr, 3.6 kb, pNZ8037 with mv4 orf109 gene cloned at the This work 
 BamHI and SmaI sites 
pNZ179 Cmr, 3.6 kb, pNZ8037 with mv4 orf179 gene cloned at the This work 
 SmaI and PstI sites 
pNZxis Cmr, 3.2 kb, pNZ8037 with mv4 orf56 gene cloned at the This work 
 SmaI site 
pNZxish Cmr, 3.2 kb, pNZ8037 with mv4 orf56 gene His-tagged This work 
 at C-term cloned at BamHI and EcoRI sites 
pNZ9530 Emr, 7 kb, pIL252 carrying nisRK (pAMβ1 replicon) Kleerebezem et al., 1997 
pAM239 aad9 (Spcr), 4.3 kb cloning vector, pSC101 replicon Gil D., unpublished results 
pAMattB Spcr, 4.6 kb, pAM239 with the attB region Auvray et al., 1999 
pAMattR Spcr, 4.6 kb, pAM239 with the attR region cloned at This work 
 the BamHI and SmaI sites 
pET15b bla+ (Ampr), 5.7 kb expression vector, pBR322 replicon Novagen 
pETxish Ampr, 5.9 kb, pET15b with mv4 orf56 gene His-tagged This work 
 at C-term cloned at NcoI and XhoI sites 
pCointRL Emr, Spcr, 8.45 kb, cointegrate between pAMattB and pRC10 This work 
 bearing attR and attL sites 
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Table 2 List of primers used in this study 
Primer Sequence (5' Î 3') Restriction site 
DR2 GGGGTACCAGAAACGCTTTTTAGC KpnI 
DR3 ATGCCATCTATTAACTAGCT 
DR4 AACTGCAGTGAAACGCATGGAAACA PstI 
DR9 CGGGATCCAGTTCTAAATCAACTAGATTTTTAACT BamHI 
BX1 GCATCTGGATCTTAT 
C1 GCATCTGGATCTTATAATTA 
F3 TCACCCGGGCAAGATCATCG SmaI 
F4 TTTGACTGCAGGATTACGGC PstI 
attb CATTTGATTTAGATGTCCTT 
L1 CACCATCTTAAAAATAACTT 
Xis1 TCACCATGGTACTGCACTGGATCCC NcoI, BamHI 
XisHis ACTCGAGTCTAGAATTCCTAGTGATGGTGATGGTG XhoI, XbaI 
 ATGTTCCTCCTTAAA EcoRI 
X1mut AAACGCAGCAACCCGACCAGA 
X2mut AACCCTCGCAACCCGTGGTTG 
X2A CCAGAAACATGGTTGAAAGAACC 
X2B ATGTTTCTGGAGGGTTCTGG 
Univ GTAAAACGACGGCCAGT 
Rev GGAAACAGCTATGACCATG 
 
The restriction sites contained in primers are underlined. The mutated nucleotides are in bold and 
underlined (X1mut and X2mut). The Xis binding site sequence are in bold (X2A andX2B). 
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Figure Legends 
 
Fig. 1: Identification of phage mv4 excisionase. 
(A) Genetic organization of the lysogeny region containing the characterized rep, tec and int genes, 
the attP site and ORFs of unknown functions. (B) A series of chloramphenicol-resistant (CmR) 
recombinant plasmids are shown in which mv4 ORFs are cloned into the expression vector 
pNZ8037. The cloned gene present in each plasmid is shown with an arrow indicating orientation 
relative to the promoter. Each plasmid was introduced into a L. plantarum strain containing an 
erythromycin-resistant (EmR) chromosomal integrated vector (pMC1), and chloramphenicol-
resistant transformants (CmR) were screened for loss of erythromycin resistance (EmS) - i.e. loss of 
the integrated vector pMC1- as indicated. 
 
Fig. 2: Sequence alignment of excisionases. 
The alignment is derived from CLUSTAL X analysis. The Steptomyces lividans SLP1 element 
(SLP1 Xis) and the Bacteroides fragilis mobilizable transposon TN4555 (Tn4555 Xis) excisionases 
are known to be functional excisionases. The Salmonella genomic island 1 (Sgi1 Xis) is a putative 
excisionase and the Thermus aquaticus bacteriophage IN93 Orf33 seems to be a putative 
excisionase as it was identified by BLAST. All five sequences can be aligned as shown with two 
fully conserved residues (highlighted in black), 13 residues that are present in at least four of the 
protein sequences (in dark gray) and 10 others that are present in at least three of the protein 
sequences (in light gray). All five proteins contain a putative helix-turn-helix (H-T-H) DNA-
binding motif near the N-terminus as indicated. 
 
Fig. 3: Synthesis of mv4 excisionase. 
(A) SDS-PAGE analysis. L. plantarum LP80 cells containing control expression vector (pNZ8037) 
or mv4Xis expression plasmid (pNZxish) were induced (+) or not (-) with nisin. Samples were 
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analyzed by electrophoresis in a 16.5% Tricine SDS-polyacrylamide gel after separation of soluble 
cell extracts (S) from insoluble fractions (I). E. coli BL21(DE3) cells containing the expression 
plasmid pETxish were induced with IPTG (+) and analyzed as L. plantarum samples. The SDS-
PAGE gel was stained with Coomassie blue. (B) Western blot analysis. The samples analyzed in A 
were transferred to a PVDF membrane and probed with HRP-conjugated anti-His antibodies. The 
mv4Xis protein was overproduced in large amounts in E. coli, but was totally insoluble (lane 1). The 
mv4Xis protein was produced in smaller amounts but was totally soluble (lane 7). The protein band 
corresponding to mv4Xis protein is not detected in induced strains containing pNZ8037 (lanes 3, 4). 
The short arrows indicate the 7 kDa mv4Xis protein. M, molecular weight markers (Sigma). 
 
Fig. 4: mv4Xis binds to attR and attP DNA. 
(A) Schematic representation of the attR, attL, attB and deletion derivatives of the attP sites used as 
radiolabeled fragments in B. The horizontal lines designate the attP derived DNA and the dashed 
lines the attB derived DNA. The numbers at both ends indicate the first and last bases of the 
segment according to the attP region (Auvray et al., 1999). The 17-bp core sequence is indicated by 
the shaded box. (B) Gel electrophoresis of protein-DNA complexes. Linear radiolabeled fragments 
(indicated under the figures and shown in A) were incubated with 10μg of a mv4Xis-enriched cell-
free extract (pNZxish) or with 10μg of a control cell-free extract (pNZ8037). The protein-DNA 
complexes were analyzed by electrophoresis in a 5% polyacrylamide gel. In lane T, only the 
radiolabeled fragment was included in the reaction without cell extract. The linear radiolabeled 
fragments are indicated with a star (*). The complexes formed are indicated with arrows. 
 
Fig. 5: Structure and nucleotide sequence of the mv4 attP region. 
Numbers above the sequence correspond to the boundaries of the corresponding attP sites presented 
in Fig. 4A (except 0, which corresponds to the central base of the core region). The core sequence is 
underlined. The black arrows indicate the 11-bp sequence 5'-TRRYTRRWARR-3', which is 
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represented five times in attP, and the gray arrows indicate the 6-bp sequence of the Xis-binding-
site. 
 
Fig. 6: mv4Xis bends attP - attR DNA. 
(A) Seven circularly permuted DNA fragments containing the X2 binding site of mv4Xis were 
generated by cleavage of pRC12 or pRC12-18 with different enzymes generating 181-bp fragments. 
The short black line represents the X2 binding site and the long gray line represents the circularly 
permuted DNA fragments. The number under the arrows indicates the relative location of the X2 
binding site in respect to the center of the fragment (0). (B) These labeled-fragments were incubated 
with mv4Xis-enriched cell-free extract (+ mv4Xis) or with the control cell-free extract (- mv4Xis) and 
the DNA-protein complexes mobility was analyzed by gel electrophoresis. 
 
Fig. 7: Role of mv4Xis in excisive recombination. 
(A) In vitro intramolecular recombination between attR-attL sites located on plasmid pCointRL. 
Plasmids present in each reaction were indicated in the grid. mv4Int-enriched cell-free extract 
(mv4Int), mv4Xis-enriched cell-free extracts (mv4Xis) or control cell-free extract (8037) were added to 
reactions, at 3 and 10μg of protein, respectively. The reactions were incubated 90 minutes at 42°C 
and DNA was then purified on a Qiaquick spin column (Qiagen) and digested with EcoRV, which 
linearizes pA3int, pNZxish, pRC10 and pCointRL. The resulting fragments were separated by 
electrophoresis on a 1% agarose gel, and then stained with ethidium bromide. The white triangles 
indicate the non digested pAMattB plasmid (ccc and oc forms), the white stars assign the EcoRV 
digested plasmid pRC10. Lane M, 1-kb DNA ladder (Invitrogen). (B) In vivo, in E. coli, 
intramolecular site-specific recombination between attR and attL sites placed on pCointRL is 
visualized by the resolution of pCointRL and the formation of the resulting plasmid pRC10. 
Plasmids isolated from the E. coli strains were digested with EcoRI, which linearizes pA3int, 
pNZxish, pRC10 and pCointRL. The resulting fragments were separated by electrophoresis on a 
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0.8% agarose gel, which was stained with ethidium bromide. The arrow indicates the location of the 
linearized pRC10 plasmid and pAMattB was not detectable. 
 
Fig. 8: Role of mv4Xis in in vivo intermolecular attR - attL recombination in E. coli. 
The intermolecular site-specific recombination between attR and attL sites placed on pAMattR and 
pRCattL respectively was visualized by the formation of a cointegrate plasmid carrying the 
resulting attB and attP sites. Plasmids isolated from the E. coli strains were digested with BstBI, 
which linearizes pAMattR, pA3int, pNZxish and the cointegrate. The resulting fragments were 
separated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel, which was stained with ethidium bromide. The 
arrow indicates the location of the cointegrate and the asterisks the non digested pRCattL (ccc, oc 
and multimeric forms). Lane M, 1-kb DNA ladder (Invitrogen). 
 
Fig. 9: Role of mv4Xis in in vitro attR - attL recombination. 
(A) In vitro recombination assays between attR site-containing plasmid (wild type or partially 
truncated in the P arm) and the linear attL site. Each reaction contained 200 ng of the supercoiled 
attR plasmid (lanes 1-3) or attRDR2 plasmid (lanes 4-6), the labeled 283-bp linear attL fragment, 3 
μg of mv4Int-enriched cell-free extract and 3 μg (lanes 2, 3) or 6 μg (lanes 5, 6) mv4Xis-enriched cell-
free extract. Samples were incubated at 42°C for 90 min, analyzed by electrophoresis in 1% agarose 
gel and visualized using a Phosphor Imager. (B) Recombination between attL site-containing 
plasmid and the linear attR site. Each reaction contained 200 ng of the supercoiled attL plasmid 
(lanes 1-3), the labeled 281-bp linear attR fragment, 3 μg of mv4Int-enriched cell-free extract and 3 
μg (lane 2) or 6 μg (lane 3) mv4Xis-enriched cell-free extract. Samples were incubated and analyzed 
as described in A. (C) This graph shows the amount of recombinant product (Rec) formed in 
corresponding lane in A and B, after quantification of bands corresponding to the radioactive 
recombinant product (Rec) and to the att substrate (as described in Auvray et al., 1999a). 
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Fig. 10: Role of mv4Xis in in vitro integrative recombination. 
(A) in vitro recombination assays between linear radiolabeled fragments containing either attB, attL 
or attR sites and the attP-containing plasmid. Each reaction contained 200 ng of supercoiled attP 
plasmid (lanes T, 1', 1-3), 3 μg of mv4Int-enriched cell-free extract (lanes 1', 1-3) and 3 μg (lane 2) 
or 6 μg (lane 3) of mv4Xis-enriched cell-free extract. The 1' reaction contain 6 μg of control cell-free 
extract (pNZ8037). (B) This graph shows the amount of recombinant product (Rec) formed in the 
corresponding lane in A, after quantification of bands corresponding to the radioactive recombinant 
product (Rec) and to the att substrate (as described in Auvray et al., 1999a). (C) Kinetics of attP x 
attB recombination in the presence of Int or Int and Xis. A standard reaction mixture was incubated 
at 42°C. At indicated times, aliquots were removed, and the reaction was stopped by adding 0.1% 
SDS. The samples were subjected to electrophoresis in a 1% agarose gel and visualized using a 
Phosphor imager. (D) The bands corresponding to the radioactive recombinant product (Rec) and 
attB substrate (attB) were quantified for each lane in C (as described in Auvray et al., 1999a) and 
the values plotted on the graph. 
 
Fig. 11: Role of mv4Xis in in vivo integrative recombination. 
Intermolecular recombination between attP-and attB-containing plasmids was analyzed in E. coli 
TG2 strains carrying the int and xis expression plasmids as described in Auvray et al., 1999. 
Plasmids isolated from the E. coli strains were digested with SmaI (lanes 1-7) or with XhoI (lanes 8-
9). These enzymes linearize pRC10, pA3int, pNZ8037, pNZxish and the cointegrate. The resulting 
fragments were separated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel, which was stained with 
ethidium bromide. Lane M, 1-kb DNA ladder (Invitrogen). 
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Fig. 38: Fréquences de recombinaison observées en fonction des sites d’attachements impliqués dans la 
réaction et de la présence de mv4Xis
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Résultats complémentaires 
 
Au cours de cette étude, nous avons montré que l'efficacité de recombinaison est optimale 
(70-80%), entre les sites attPccc et attB ou attP et attL de façon indépendante de mv4Xis ou attLccc 
et attR  en présence de mv4Xis, si un seul bras P est présent dans la réaction et si le bras P' se trouve 
sur la molécule surenroulée. De même, l'efficacité de recombinaison est réduite de 60 à 80% (15-
30%) si on est en présence de deux bras P dans la réaction ou si le bras P' est absent de la molécule 
surenroulée (attRccc et attP, attRccc et attL, attPccc et attR). La recombinaison est strictement 
dépendante de mv4Xis seulement si les bras P et P' ne se trouvent pas sur la même molécule (attL et 
attR) (Fig. 38). 
La recombinaison entre des substrats linéaires contenant les sites attL et/ou attR dépendante 
de mv4Xis ne semble pas possible. En effet, les résultats obtenus lors de la recombinaison in vitro 
entre les sites attP et attB, donnant un produit de recombinaison linéaire (RecI) portant les deux 
sites attL et attR, ne montrent pas de différence que les réactions soient en présence ou en absence 
de mv4Xis (cf Fig. 10, article 2). Ces résultats suggèrent que la recombinaison intramoléculaire entre 
ces sites ne pourrait pas se faire lorsque le substrat est linéaire. Cependant, bien que ce soit 
fortement improbable, on ne peut pas exclure que cet événement de recombinaison puisse avoir lieu 
entre deux substrats linéaires portant chacun un des deux sites ou que celui-ci ait lieu pour des 
concentrations plus élevées de mv4Xis et/ou de mv4Int, que les deux sites soient sur le même substrat 
linéaire ou sur des substrats linéaires indépendants. 
 
Nous avons également pu mettre en évidence l'existence de produits de recombinaison 
secondaires issus de l'intégration du site attP dans les sites attL ou attR (Fig. 39). Ces produits de 
recombinaison avaient également été observés par Auvray et al (1999a) entre des sites attP 
partiellement délétés (pas de site bras P1 de fixation de la recombinase) et une des jonctions 
néoformées attL ou attR, après intégration du site attP dans le site attB. Les expériences que nous 
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Fig. 39: Rôle des sites de fixation de la recombinase (P1) et du RDF (X1, X2) dans la recombinaison intégrative 
attP/attB.
A Recombinaison in vitro entre des sites attP délétés et attB. Les différents produits de recombinaison ont été
quantifiés et sont représentés dans le tableau en %. Les sites sont schématisés par des traits, les sites de fixation de la 
recombinase sont représentés par des carré bleus, ceux de Xis par des carrés rouges et la région cœur par un carré
violet.
B Effet des différentes délétions du site attP sur l'évolution de l'apparition des différents produits de recombinaison en 
présence de la recombinase seule.
C Rôle de Xis sur l'évolution de l'apparition des différents produits de recombinaison en fonction des différentes 
délétions du site attP.
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avons réalisées ont permis d'identifier le site dans lequel s'effectue ce deuxième événement de 
recombinaison, qui a donc lieu entre le site attP et le site attL néoformé. Ce deuxième événement de 
recombinaison entre les sites attP et attL est très efficace, autant que celui qui a lieu entre les sites 
attP et attB (cf Fig.10, article 2). L'efficacité de formation du produit de recombinaison secondaire 
RecII est dépendante du site bras P1 de fixation de la recombinase. En effet, lorsque ce site est 
présent, le produit RecII représente 1 à 3% de la recombinaison totale, alors que lorsque P1 est 
absent, RecII représente jusqu'à 40% des produits de recombinaison (Fig. 39). Ce site semble donc 
permettre le ciblage de l'intasome formé sur attP vers le site cible attB plutôt que sur attL. De plus 
l'absence de ce site diminue aussi de moitié l'efficacité totale de la réaction de recombinaison. Ce 
qui suggère un rôle important de ce site dans la réaction globale de la recombinaison. 
De plus, un des effets les plus surprenants sur la recombinaison spécifique de site que nous 
ayons observé, est l'effet inhibiteur de la séquence DR4-DR2 sur l'efficacité de recombinaison totale 
(2x) via l'inhibition de la formation de RecII (5x). Cet effet est observé en présence de mv4Int seule 
(Fig. 39). Cet effet diminue fortement en présence de mv4Xis et ce de manière dose dépendante. La 
séquence DR4-DR2 contient entre autre, le site X1 de fixation de mv4Xis. Cette séquence inhibitrice 
de la recombinaison secondaire (RecII) entre les sites attP et attL (5x) (de façon indépendante de 
mv4Xis), pourrait contenir une séquence, différente de X1 ou X1, reconnue par un autre facteur que 
mv4Xis qui jouerait un rôle dans la formation du produit RecII, ce facteur pourrait alors être exclu de 
son site en présence de mv4Xis (encombrement stérique). Lorsque le site attP ne contient plus que le 
site bras P2 putatif de fixation de la recombinase, l'efficacité de recombinaison est fortement 
atténuée et le taux de produit de recombinaison secondaire représente alors ~20% de la totalité des 
produits de recombinaison (Fig. 39). Ce site attP mutant ne contenant plus de sites de fixation de 
mv4Xis, celui-ci n'a pas d'effet sur la recombinaison intégrative entre ce site et attB (Fig. 39). 
En perspectives, plusieurs expériences devront être testées afin de confirmer tout d'abord, 
que les sites bras de fixation de la recombinase définis comme tel sur la base de calcul d'efficacité 
de recombinaison entre des sites attP progressivement délétés et le site attB, sont réellement ces 
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sites, et ensuite, de connaître le rôle de chacun des sites P1, X1, X2 ou P2 dans la recombinaison 
spécifique de site intégrative ou excisive du phage mv4. Il sera donc nécessaire de tester des 
substrats attP ou attR comportant les mêmes séquences à la différence de chacun des sites mutés 
indépendamment, dans les réactions de recombinaison avec attB et attL respectivement en présence 
de la recombinase et du facteur directionnel de la recombinaison ou non. Il est également nécessaire 
de tester la possibilité de recombinaison entre des substrats linéaires portant attR et/ou attL. 
 
 
Nous avons montré que le facteur directionnel de la recombinaison du phage mv4 stimule la 
recombinaison excisive mais n'inhibe pas la recombinaison intégrative contrairement à tous les 
autres RDF décrits jusqu'à ce jour, qu'ils soient associés à des recombinases à tyrosine ou à sérine. 
En effet, lors des expériences de recombinaison intégrative in vitro entre un substrat attP surenroulé 
et fragment radiomarqué linéaire portant le site attB, que l'on soit en présence de recombinase seule 
ou en présence de recombinase et de RDF, on observe la même vitesse de réaction et la même 
efficacité de recombinaison et donc la même quantité de produit accumulé (Rec). Si mv4Xis inhibait 
la recombinaison intégrative, on devrait observer une diminution de la quantité de produit formé 
(Rec) et une réduction de la vitesse de réaction, que mv4Xis stimule ou non la recombinaison 
excisive intramoléculaire entre les sites attL et attR néoformé et sur substrat linéaire. Dans le cas où 
mv4Xis stimulerait cette recombinaison, la diminution de la quantité de produit Rec serait d'autant 
plus importante. Donc, si mv4Xis n'inhibe pas la réaction de recombinaison intégrative et que mv4Xis 
dirige la recombinaison vers l'excision (cf Fig. 11, article 2), seule la vitesse de la réaction de 
recombinaison excisive doit être primordiale pour obtenir un tel résultat. Il est donc indispensable 
de mesurer la vitesse de la recombinaison excisive pour confirmer que celle-ci est effectivement 
plus élévée que celle de la réaction de recombinaison intégrative. 
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Le développement des bactériophages tempérés dans la bactérie hôte est déterminé par 
deux commutateurs: un commutateur transcriptionnel contrôlant l'expression des fonctions lytiques 
et lysogéniques et le commutateur de la recombinaison qui contrôle l'intégration et l'excision de 
l'ADN phagique au niveau du chromosome de l'hôte. La coordination de ces deux commutateurs est 
nécessaire et indispensable pour un développement lytique fructueux ou pour un état lysogène 
stable (Dodd et al., 1993). 
 
Les stratégies utilisées par les bactériophages pour orienter la direction de la recombinaison 
spécifique de site vers l'excision, font toujours appel à deux fonctions à assurer simultanément: 
stimulation de la recombinaison excisive et inhibition de la recombinaison intégrative mais les 
mécanismes moléculaires impliqués sont variés [λ, (Moitoso de Vargas and Landy, 1991); L5, 
(Lewis and Hatfull, 2003); HP1, (Esposito and Scocca, 1997); P2, (Yu and Haggard-Ljungquist, 
1993b); phiRv1, (Breuner et al., 1999; Bibb et al., 2005; Ghosh et al., 2006); Bxb1, (Breuner et al., 
1999; Bibb et al., 2005; Ghosh et al., 2006)]. Notre travail a permis de mettre en évidence une 
approche originale chez le bactériophage mv4: si la recombinaison excisive est stimulée, on 
n'observe cependant pas d'inhibition de la recombinaison intégrative en présence du RDF de mv4. 
Mais, comme dans le cas des autres bactériophages, la conséquence finale de ce contrôle aboutit à 
l'excision du prophage du chromosome bactérien. Le contrôle de la direction de la recombinaison 
du bactériophage mv4 semble cependant moins élaboré que celui développé par les autres phages. 
Ce constat semble aller de pair avec certaines propriétés de l'intégrase de ce phage: sa flexibilité 
envers le site attB et son indépendance vis-à-vis des facteurs d'hôtes spécifiques puisqu'elle est 
fonctionnelle dans un grand nombre d'espèces et de genres bactériens. 
Chez le phage mv4, l'indépendance de la réaction de recombinaison aussi bien intégrative 
qu'excisive par rapport à des facteurs d'hôte comme IHF ou FIS suggère que la bactérie hôte, en 
particulier son état physiologique, aurait un impact moins prononcé sur le contrôle la recombinaison 
qu'il ne peut l'être chez le phage lambda par exemple.  
 
Fig. 40: Comparaison de l'organisation des sites attP des phages λ, P2, P22, L5, HP1 et mv4 (d'après Pena
CE et al, JMB, 1997; Lewis et Hatfull, JMB, 2003; Esposito et al, NAR, 2001; Conolly, J Bact, 2002; Yu et 
Haggard-Ljungquist, J Bact, 1993). Les sites de fixation de la recombinase sont représentés en rouge, ceux 
du facteur d'hôte IHF en violet et ceux du facteur directionnel de la recombinaison en bleu. Les flèches 
grises représentent les parties 3' des gènes des ARNt contenus dans le site attP des phages L5, P22, HP1 et 
mv4. La région cœur est représentée par un rectangle blanc et les petites flèches noires et bordeaux 
représentent l'orientation des sites bras et des sites cœur de fixation de la recombinase respectivement.
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La disponibilité d'une intégrase, de son RDF et de ses sites de recombinaison bien 
caractérisés permettra la mise au point d'un système efficace d'intégration-excision de gènes dans le 
chromosome de la cellule hôte. Ses propriétés en font un système adapté pour le développement 
d'outils génétiques pour les lactobacilles en particulier, mais aussi plus généralement pour d'autres 
genres bactériens et même pour les cellules eucaryotes. 
 
Un aspect intéressant à préciser serait le rôle du site bras P2 de l'intégrase dans la 
recombinaison. En effet, sa localisation originale entre un site Xis et la région cœur suggère 
plusieurs fonctions possibles lors de la recombinaison. 
Lors de caractérisation du site attP du phage mv4 (Auvray et al., 1999a), la recombinaison 
intégrative avait été testée sur des sites attP partiellement délétés à partir des extrémités. Il avait été 
montré que la délétion du site bras P1 entraînait la diminution de 50% de l'efficacité de 
recombinaison (P2 seul présent sur le bras P) et que la délétion des sites P1 et P2 abolissait 
totalement la recombinaison. Par contre, un site attP avec un site P2 muté ou délété et un site P1 
intact n'avait pas été testé. Il faudra donc confirmer que le site-bras P2 est réellement impliqué ou 
nécessaire dans la recombinaison intégrative. En effet, le résultat obtenu avec le site P2 seul 
pourrait correspondre à une compensation partielle de la perte du site P1 par fixation de l'intégrase 
sur le site P2 qui ne se produirait pas dans le cas de la formation d'un intasome normal sur un site 
attP entier. 
Si ce site (P2) a un rôle dans la recombinaison intégrative, pourrait-il aussi avoir un rôle 
dans la recombinaison excisive? En effet, l'alignement des sites attP des différents systèmes de 
recombinaison spécifique de site (Fig. 40) met en évidence une conservation de l'organisation 
globale de ces sites: présence de plusieurs sites de fixation de la recombinase et du facteur IHF sur 
chacun des bras P et P' de attP (sauf pour le phage P2), mais présence des sites de fixation du RDF 
uniquement sur un seul des bras (le bras P). De plus, on observe qu'entre les sites bras de fixation de 
la recombinase et la région cœur, il y a systématiquement présence d'un site de fixation d'un facteur 
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de courbure, IHF ou RDF que ce soit sur le bras P ou sur le bras P'. Par contre, ce n'est pas le cas du 
site attP du phage mv4 où le site-bras putatif P2 de fixation de la recombinase est directement 
adjacent à la région cœur. Dans des travaux antérieurs (Auvray et al., 1999a), nous n'avions pas pu 
mettre en évidence la présence de séquences répétées directes ou inversées dans cette région cœur, 
où ces séquences constituent les sites cœur de fixation de la recombinase comme cela est le cas pour 
la plupart des systèmes phagiques de recombinaison spécifique de site. Dans ces conditions, le site-
bras P2 pourrait-il alors avoir un rôle dans le positionnement de la recombinase de mv4 pour la 
reconnaissance d'un site cœur dans cette région? 
De plus, la séquence de ce site-bras P2 est la plus éloignée de la séquence consensus définie 
pour les sites bras, ce qui laisse supposer que la recombinase mv4Int puisse avoir une moins grande 
affinité pour ce site. Or le site X2 est adjacent au site-bras P2 comme dans le cas du phage λ lors de 
la recombinaison excisive. Nous pouvons alors imaginer que la fixation de mv4Xis sur X2 puisse 
aider la fixation de la recombinase sur P2, que ce soit par des interactions protéine-protéine entre la 
recombinase et mv4Xis, ou simplement par l'effet de la courbure de l'ADN induite par la fixation de 
mv4Xis sur X2. 
Enfin, la localisation des sites X1 et X2 a été déterminée par des expériences de gel retard. 
Il faudra confirmer ces résultats par des expériences d'empreintes et tester les effets de mutations 
individuelles dans les sites X1 et X2 dans la recombinaison excisive et intégrative. Ces sites sont-ils 
équivalents et sont-ils tous les deux indispensables dans la recombinaison excisive? Il faudra 
préciser quel est le rôle respectif de chacun d'eux. 
 
A ce jour, aucun promoteur n'a pu être mis en évidence en amont du gène de la 
recombinase. Ceci implique que la transcription de int ne dépend que du promoteur précoce 
lysogénique Prep. En effet, un transcrit de 2,4 kb, initié à partir de ce promoteur, a pu être détecté 
dans les souches de Lactobacillus delbrueckii lysogènes pour ce phage, ce transcrit recouvrant les 
gènes rep, orf-179 et int. L'expression de xis est, elle, sous le contrôle du promoteur précoce lytique 
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Ptec. Au cours de l'établissement du cycle lytique, la synthèse précoce de Tec réprimera le 
promoteur Prep et de ce fait la synthèse de Rep et de mv4Int. Par contre, au cours de l'établissement 
de la lysogénie, la synthèse précoce de Rep va permettre la répression de Ptec et stimuler la boucle 
d'autoactivation de la synthèse de Rep et de mv4Int. Au cours de la lysogénie, la synthèse de Rep 
permet de réprimer les fonctions précoces lytiques et de maintenir le génome phagique au sein du 
chromosome bactérien. Au cours de cet état lysogénique, deux transcrits, un avec int et un sans int, 
sont synthétisés. Pour maintenir un niveau plus ou moins élevé de la quantité de Int dans la cellule 
lors de la lysogénie, le phage pourrait moduler la terminaison de la transcription en aval de 
l'ORF179 de façon à inclure ou non le gène int sur le transcrit initié à Prep. Au cours de l'induction, 
il y aurait autoclivage de Rep (via la coactivation par RecA) et finalement dérépression de Ptec. 
Dans ce cas, on aura à nouveau synthèse de Tec et Xis et répression de Prep. Pour provoquer 
l'excision du prophage, la présence simultanée de la recombinase mv4Int et de mv4Xis est nécessaire. 
Or si Prep est réprimé, on n'aura plus de synthèse de mv4Int. Est ce que le pool de Int présent dans la 
cellule et synthétisé au cours de la lysogénie est suffisant pour que la réaction de recombinaison 
excisive ait lieu? Chez le phage lambda, il a été montré que la stabilité fonctionnelle des protéines 
Xis et Int était très différente: 7 min pour Xis et 60 min pour Int (Weisberg and Gottesman, 1971). 
De plus, si l'induction du cycle lytique nécessite plusieurs minutes (pour entrainer l'autoclivage de 
Rep et lever la répression de Ptec et l'activation de Prep), comme cela est le cas pour le phage λ (~20 
min), alors l'expression et la synthèse de Int seront encore possibles durant ce laps de temps, et 
l'excision du phage pourra avoir lieu sans problème et sans avoir besoin d'un stock de recombinase 
disponible (synthétisé au cours de la lysogénie par exemple). L'expression de xis est, elle, couplée 
avec la commutation du cycle de vie et xis n'est exprimé que lors de l'induction du cycle lytique au 
moment même où le phage a besoin de s'exciser du chromosome bactérien. L'expression de int 
pourrait alors ne pas nécessiter de régulation particulière et indépendante à partir d'un promoteur 
qui lui serait propre. 
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Lors de l'analyse du commutateur génétique du bactériophage mv4, nous avons mis en 
évidence que des sites opérateurs uniques et spécifiques de chaque régulateur (Rep et Tec) sont 
impliqués dans la régulation de la décision d'un cycle de développement à l'autre. L'organisation de 
ces sites opérateurs est unique au sein des systèmes décrits à ce jour chez les bactériophages. En 
effet, le nombre des sites opérateurs reconnus par le répresseur de type λCI varie en général de deux 
à cinq dans la région intergénique, ces sites étant reconnus dans la majorité des cas par les deux 
types de répresseurs (λCI et λCro) avec des affinités respectives différentes. Cette organisation 
implique que le mécanisme de régulation qui en découle soit original par rapport aux autres 
systèmes et soit plus simple ("ON-OFF"). C'est également la première fois qu'aucun site opérateur 
pour l'un ou l'autre répresseur n'a été mis en évidence au niveau du promoteur lysogénique. Chez les 
phages Sfi21 et φ31, une séquence correspondant à un site opérateur pour le répresseur de type λCI 
est présente au niveau de ce promoteur (Bruttin et al., 2002; Durmaz et al., 2002) mais on n'a pas pu 
mettre en évidence d'interaction entre le répresseur de type λCI et ce site opérateur.  
 
La simplicité du contrôle de la direction de la recombinaison est également retrouvée dans 
le mécanisme de régulation du commutateur génétique de ce phage où une réponse élémentaire "on-
off" semble suffisante pour que l'expression des gènes précoces lytiques ou lysogéniques puisse 
avoir lieu (Fig. 41). Des études sur la régulation des commutateurs génétiques des bactériophages 
de bactéries Gram négative ou Gram positive montrent qu'en règle générale une régulation 
sophistiquée de l'expression des gènes impliqués dans le contrôle lyse-lysogénie est indispensable 
pour que la commutation entre les deux cycles de développement puisse se mettre en place de 
manière optimale en tenant compte des conditions environnementales. Dans le cas du bactériophage 
mv4, cette régulation semble moins élaborée pour diriger le phage d'un cycle de vie à l'autre. La 
présence de formes extra-chromosomiques linéaires du phage dans les cellules lysogènes en plus de 
la forme intégrée du prophage (Dupont, 1994) étaye l'existence d'un mécanisme de répression des 
fonctions lytiques relaché. Cependant, on ne peut pas exclure que d'autres facteurs que Tec et Rep 
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soient impliqués dans le contrôle de cette commutation, autorisant un niveau de régulation 
supplémentaire. L'antirépresseur mv4Ant pourrait être un de ces facteurs. En effet, des homologues 
de cet antirépresseur sont retrouvés chez la majorité des bactériophages de Firmicutes et la 
localisation du gène correspondant est très conservée à l'intérieur de l'opéron précoce lytique 
(Fig.15). L'ubiquité d'un tel facteur pourrait indiquer un rôle majeur de ce facteur dans les étapes 
précoces des cycles de vie du bactériophage. Par ailleurs, chez le bactériophage LL-H, phage 
virulent très apparenté à mv4, on retrouve l'homologue de mv4Ant, l'ORF291 alors que le module de 
lysogénie est délété. L'expression de cette ORF dans une souche hôte recombinante inhiberait 
fortement le développement du phage mv4 (EOP <108), et plus particulièrement sa réplication et la 
transcription de ses gènes précoces, sans entraîner d'effet sur le développement de LL-H ou d'autres 
phages virulents (Raisanen et al., 2001). La fonction de Ant reste cependant à préciser mais cette 
protéine pourrait jouer un rôle équivalent de celui de λCII en activant l'expression de l'opéron 
lysogénique. 
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